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RESUMEN 
 
Antecedentes 
 
Maraviroc (MVC) es un antagonista del  receptor de quimioquinas CCR5, que a su vez, 
es utilizado por el VIH-1 como correceptor para su entrada a la célula. Estudios pre-
vios de nuestro grupo muestran que cuando se añadió MVC al tratamiento antirretrovi-
ral (TAR) supresivo, en un ensayo clínico de intensificación, aceleró la caída del reser-
vorio celular al tiempo que aumentó la viremia plasmática y el ADN episomal con 2-
LTRs. Estos resultados sugerían que MVC pudiera tener un efecto reactivador del 
VIH-1 latente, que se ejercería mediante la activación de una cascada intracelular 
puesta en marcha por su unión al CCR5 y que acabaría en la transcripción del VIH-1. 
Aunque se había descartado un efecto agonista residual de MVC en CCR5 mediante 
la movilización de calcio, no se había estudiado si MVC podría ser un agonista parcial 
que pudiera provocar la activación de otras cascadas de señalización de CCR5, me-
diadas por AP-1, NFAT y NF-κB, factores de transcripción necesarios para la replica-
ción del VIH-1. La activación de estas vías por parte de MVC podría dar lugar a la 
reactivación del VIH-1 latente en células T CD4+ en reposo. 
 
Objetivos 
 
El objetivo general de este trabajo se centra en dilucidar el efecto de MVC tras su 
unión al correceptor CCR5 para revertir la latencia del VIH-1 en linfocitos T CD4+ en 
reposo, centrándonos en la activación de factores de transcripción críticos como AP-1, 
NFAT y NF-κB, y por consiguiente, una activación de la transcripción del VIH-1, que 
pudiera contribuir a purgar el reservorio celular latente. 
 
Métodos  
 
Para el desarrollo de este trabajo se incluyeron dos subgrupos de pacientes incluidos 
en 2 ensayos clínicos: i) individuos VIH-1 naïve a TAR y con carga viral (CV) detecta-
ble (TROPISMVC); y, ii) individuos VIH-1 en TAR y con CV indetectable (MARAVI-
TRANS). En ambos estudios, los pacientes recibieron 10 días de tratamiento con MVC, 
bien en monoterapia en el primer subgrupo o como fármaco intensificador en el segundo. 
A partir de los linfocitos T CD4+ en reposo de los pacientes, se midió la activación me-
diante unión al ADN de los factores de transcripción AP-1, NFAT y NF-κB, así como la 
expresión diferencial por PCR en tiempo real de algunos de los genes diana de NF-κB. 
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Por último, se llevó a cabo la detección del ARNm de VIH-1 no procesado (ARNus) 
mediante PCR en tiempo real, para cuantificar la transcripción de VIH-1. 
 
Resultados  
 
En presencia de MVC se observó un patrón consistente de activación del factor de trans-
cripción NF-κB, a diferencia de lo observado en el caso de los otros factores de transcrip-
ción estudiados, AP-1 y NFAT, tanto en pacientes con CV detectable como indetecta-
ble. Además este efecto activador de MVC sobre NF-κB mostró ser independiente del tro-
pismo del virus, ya que se observó tanto en pacientes con tropismo CCR5 como con tro-
pismo dual mixto (D/M). En aquellos pacientes en los que se detectó activación de NF-κB, 
se vio también un aumento de expresión en algunos de sus genes diana (IFN-γ, IL-6, IL-
10, TNF-α). Se observó que el tratamiento con MVC produjo un aumento gradual en el 
número de copias del ARNus por millón de linfocitos T CD4+ en reposo por día del estudio 
en todos los pacientes con CV indetectable (ensayo clínico MARAVITRANS). Por último, 
se obtuvo una asociación estadísticamente significativa entre la activación de NF-κB y la 
activación de la transcripción del VIH-1 latente, medida como número de copias de ARNus 
por millón de linfocitos T CD4+ en reposo. 
 
Conclusiones  
 
Nuestros resultados sugieren que MVC tras su unión al correceptor CCR5 da lugar a 
una activación del factor de transcripción NF-κB, y por consiguiente la expresión de 
sus genes diana, en células T CD4+ en reposo en pacientes tanto con CV detectable y 
naïve al TAR como con CV indetectable y en TAR supresivo. Este efecto activador de 
MVC parece inducir la activación de la transcripción del VIH-1 pudiendo contribuir a 
disminuir el reservorio celular latente, sin producir cambios en la CV indetectable a lo 
largo de todo el estudio. 
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SUMMARY 
 
Background  
 
Maraviroc (MVC) is an antagonist of CCR5 which is used by HIV-1 as co-receptor to 
enter the cell. Previous studies from our group show that when MVC is added to the 
suppressive antiretroviral therapy (ART), in an intensification clinical trial, it accelerated 
the decay of the HIV-1 cell reservoir, while increasing plasma viremia and 2-LTR epi-
somal DNA. 
These results suggested that MVC may reactivate HIV-1 latency, effect that would be 
exerted by the activation of an intracellular signaling pathway initiated by its binding to 
CCR5 and would lead to the transcription of HIV-1. Although a residual agonistic effect 
through calcium flux of MVC on CCR5 has been discarded, it has not been studied 
whether MVC could be a partial agonist by means of the activation of the other CCR5 
intracellular signalling pathways, mediated by AP-1, NFAT and NF-κB; transcription 
factors required for HIV-1replication. Activation of these pathways by MVC could lead 
to the reactivation of latent HIV-1 in resting CD4+ T-cells. 
 
Objectives  
 
The aim of the current work was to explore the effect of MVC after binding to CCR5 to 
reverse HIV-1 latency in resting CD4+ T-cells, focusing on the activation of critical tran-
scription factors such as AP-1, NFAT and NF-κB, and therefore an HIV-1 transcription 
activation that could contribute to purge the latent cellular reservoir. 
 
Methods 
 
For the development of this work two subgroups of patients enrolled in two clinical trials 
were included: i) naïve HIV-1-infected patients with detectable viral load (VL) (TRO-
PISMVC); and, ii) HIV-1-infected patients on suppressive ART with undetectable VL 
(MARAVITRANS). In both studies, patients received 10 days of treatment with MVC, 
either in monotherapy in the first subgroup or as an intensifier in the second. From rest-
ing CD4+ T-cells, activation was measured by DNA-binding of AP-1, NFAT and NF-κB 
transcription factors, as well as differential expression by real time PCR of some NF-κB 
target genes. Finally, HIV-1 unspliced RNA (usRNA) was detected by real-time PCR to 
quantify HIV-1 transcription.  
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Results 
  
In the presence of MVC a consistent pattern of activation of the NF-κB transcription 
factor was observed, in contrast to what was observed in the case of the other tran-
scription factors studied, AP-1 and NFAT, in both, patients with detectable and unde-
tectable VL. 
Furthermore, this activating effect of MVC on NF-κB was observed regardless of the vi-
ral tropism, in patients with CCR5 and dual mixed (DM) tropism. Patients with NF-κB 
activation showed the upregulation of at least one target gene (IFN- γ, IL- 6, IL -10, 
TNF-α). Treatment with MVC produced a gradual increase in the number of usRNA 
copies per million resting CD4+ T-cells by study day in all patients with undetectable VL 
(MARAVITRANS). Finally, a statistically significant association between NF-κB activa-
tion and latent HIV-1 transcription, measured as number of copies of usRNA per million 
resting CD4+ T-cells was obtained. 
 
Conclusions 
 
Our results suggest that MVC after binding to CCR5 leads to the activation of NF-κB 
transcription factor, and consequently the expression of some of its target genes in 
resting CD4+ T-cells in naïve HIV-1-infected patients with detectable VL and HIV-1-
infected patients on suppressive ART with undetectable VL. This activating effect of 
MVC appears to induce the activation of HIV-1 transcription which may contribute to 
purge the latent cellular reservoir without increasing plasma VL throughout the study. 
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ABREVIATURAS 
ADN Ácido desoxirribonucleico  FAM 6 carboxi-fluoresceína 
3TC Lamivudina  FC Fold change 
ABC Abacavir  FTC Emtricitabina 
ADNc  ADN complementario  GALT Tejido linfático asociado al tracto gas-
trointestinal, del inglés Gut-Associa-
ted Lymphoid Tissue 
AEMPS Agencia Española de Medicament os y 
Productos Sanitarios 
AP-1 Proteína activadora 1, d el inglés activa-
ting protein 1 
 gp120 Glicoproteína 120 de superficie viral 
HAT Histona acetiltransferasa  
ARN Ácido ribonucleico  HDAC Histona desacetilasa 
ARNm Ácido ribonucleico mensajero  HMT Histona metiltransferasa  
ARNus ARNm de VIH-1 no p rocesado, del in-
glés unspliced RNA 
 IFN Interferón 
IL Interleuquina 
ATV Atazanavir  IP/r Inhibidor de la proteasa potenciado 
ATV/r Atazanavir potenciado con ritonavir  IUPM Unidades infecciosas por millón de 
células, del inglés Infectious units per 
million cells 
BCA Ácido bicinconínico, del inglés bicinconi-
nic acid 
 
CCR5 Virus CCR5-trópico Log Logaritmo 
CEIC Comité Ético de Investigación Clínica  LPS Lipopolisacárido 
Cp Crossing  point   LRA Latency-reversing agents 
Ct Cycle Threshold  LTR Repetición terminal larga, del inglés 
Long Terminal Repeat CTL Cytotoxic T Lymphocytes 
CV Carga viral  MACS Magnetic Activated Cells Sorting 
D/M Virus dual mixto  miARN MicroARN 
dNTP Desoxirribonucleótido trifosfato, del in-
glés deoxyribonucleotide triphosphate  
 mL Mililitros 
MVC Maraviroc 
ECL2 Extracelular loop 2 ND No determinado 
EDTA Ácido etilendiamino tetraacético, d el in-
glés ethylenediaminetetraacetic acid 
 NF-B Factor nuclear kappaB, del inglés nu-
clear factor kappaB 
EFV Efavirenz  NFAT Factor nuclear de células T activadas, 
del inglés nuclear factor of activated T 
cells 
ELISA Ensayo por inmunoabsorción ligad o a 
enzimas, del inglés Enzyme-Linked Im-
munosorbent Assay ng Nanogramos 
EMSA Ensayo de retardo en  gel, del inglés 
Electrophoretic Mobility Shift Assay 
NK Natural Killer 
nm Nanómetro 
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nt Nucleótidos  µg Microgramos 
pb Pares de bases  µL Microlitros 
PBMC Células mononucleares de sangre perifé-
rica, del inglés Peripheral Blood Mononu-
clear Cells 
 µM Micromolar 
PBS Tampón fosfato salino, del inglés Phos-
phate Saline Buffer 
   
PCAF  Factor asociado a p300/CBP, del inglés 
p300/CBP-associated factor 
PCR 
 
Reacción en cadena de la polimerasa, del 
inglés Polymerase Chain Reaction 
   
PHA Fitohematoglutinina, del inglés Phitohe-
maglutinin 
  
PIC Complejo de pre-integración, del inglés 
pre-integration complex 
   
PKC Proteinquinasa C, del inglés Protein Kina-
se C 
   
PMA 
 
Éster de forbol, del inglés Phorbol Myrista-
te Acetate 
   
pmol picomoles   
SCA Single Copy Assay    
SIRT Sirtuina     
TAK Quinasa asociada a Tat, del inglés Tat-
associated kinase 
 
TAR Terapia antirretroviral    
TCR Receptor de células T, del inglés T cell re-
ceptor 
   
TDF Tenofovir    
TNF Factor de necrosis tumoral, del inglés Tu-
mor Necrosis Factor 
   
TPA Acetato de 13-tetradecanoil-O-forbol, del 
inglés O-tetradecanoylphorbol-13-aceta-te 
VIH-1 Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 
1 
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1. El problema del VIH-1: necesidad de una curación 
1.1. Infección por VIH-1: La importancia de la epidemia mundial  
Los primeros casos de sida fueron diagnosticados en 1981, a raíz de la detección de 
casos graves de neumonía por Pneumocystis carinii y candidiasis mucosa, poco fre-
cuentes, en varones homosexuales. Pronto se descubrió que estos pacientes tenían 
algo en común: una reducción severa de células T CD4+ [1,2]. Sin embargo, no fue 
hasta 1983 cuando el agente causal de la enfermedad fue identificado por primera vez 
por el grupo de los Dres. Luc Montagnier y Françoise Barré-Sinoussi del Instituto Pas-
teur de París, en Francia [3]; identificaron un nuevo retrovirus humano, aparentemente 
diferente de HTLV-I , y lo llamaron LAV (del inglés Lymphadenopathy Associated Vi-
rus). En ese mismo año, los investigadores franceses enviaron las muestras de su ha-
llazgo al equipo del Dr. Robert Gallo del National Cancer Institute (NIH, Bethesda, 
EEUU), que consiguió la replicación del virus in vitro y lo denominaron virus linfotrópico 
de células T humanas de tipo III (HTLV-III) [4]. En 1986 el Comité Internacional de Ta-
xonomía de Virus designó al nuevo agente definitivamente con el nombre de Virus de 
la Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (VIH-1), identificado como el agente etiológico del 
sida [5]. En el año 2008 los científicos franceses Montagnier y Barré-Sinoussi recibie-
ron el Premio Nobel de Medicina por el descubrimiento del VIH-1. 
Desde su descubrimiento, la rápida propagación de la pandemia del VIH-1 se ha con-
vertido en una de las amenazas más acuciantes para la salud pública mundial. El Pro-
grama Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH-1/sida (más conocido por el 
acrónimo, ONUSIDA) [6] estima que en 2012, el número total de personas en el mun-
do viviendo con el VIH-1 era de 35,3 millones (32,2–38,8 millones). Además, indica 
que, desde 2001, las nuevas infecciones por el VIH-1 han descendido en un 33%. Sin 
embargo, se calcula que, en 2012, se han dado 2,3 millones de nuevos casos de in-
fección por el VIH-1 y hay 35 millones de personas infectadas. El número de casos 
reales, no obstante, probablemente es superior al de los casos declarados. En 2012, 
1,6 millones (1,4–1,9 millones) de personas murieron a causa de enfermedades rela-
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cionadas con el sida, lo que significa un descenso del 30% en comparación con los ín-
dices máximos registrados en 2005. Por otra parte, ya que el VIH-1/sida afecta des-
proporcionadamente a las personas jóvenes y de mediana edad, las muertes relacio-
nadas con el sida conducen a una pérdida significativa de capital humano y compro-
meten seriamente el desarrollo económico. En España, se estima que alrededor de 
150.000 personas están infectadas por el VIH-1, con un número creciente de nuevas 
infecciones diagnosticadas cada año [6]. La incidencia de la enfermedad es de alrede-
dor de 90 casos por millón de habitantes/año, lo que significa 4.000 nuevos diagnósti-
cos cada año. En algunas grandes ciudades, como Madrid, la incidencia puede ser tan 
alta como 200 casos por millón/año [7].  
 
1.2. Necesidad de una curación 
Desde la introducción de la terapia antirretroviral (TAR) de alta eficacia en 1996, el si-
da se ha transformado de una enfermedad mortal en una patología crónica, con una 
dramática disminución de la morbi-mortalidad de las complicaciones relacionadas en 
pacientes infectados. Hasta la fecha, el tratamiento para los pacientes infectados por 
VIH-1 se basa en una combinación de fármacos que actúa en diferentes etapas del ci-
clo biólogico del virus, impidiendo que se replique. 
Esta terapia puede reducir los niveles del virus en plasma por debajo de los límites 
habituales de detección (≤50 copias de ARN de VIH-1/mL). Sin embargo, con métodos 
muy sensibles, se detecta viremia residual en pacientes tratados [8]. Por otra parte, 
cuando se interrumpe el tratamiento, se vuelve a detectar el ARN (ácido ribonucleico) 
del VIH-1 en plasma en menos de dos semanas, lo que sugiere que incluso a pesar de 
su aplicación prolongada, el TAR no consigue eliminar totalmente la infección por VIH-
1. Por ello, es necesaria la administración del tratamiento durante toda la vida de los 
pacientes con el fin de mantener la supresión viral y un buen estado de salud. 
La administración a largo plazo del TAR se asocia con problemas significativos como 
son:  
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1. La aparición de efectos secundarios graves que pueden requerir la interrupción 
del tratamiento.  
2. El desarrollo de resistencia a los fármacos antirretrovirales, relacionado con la 
vertiginosa capacidad del virus para mutar en presencia de dosis subterapéuti-
cas de fármacos u otras causas que permitan la replicación vírica. 
3. La mortalidad asociada con la enfermedad (aproximadamente el 2% cada año), 
incluso en pacientes en tratamiento bien controlados y debido principalmente al 
desarrollo de los eventos no sida. Los pacientes desarrollan inflamación cróni-
ca que lleva a complicaciones severas, como enfermedad cardiovascular, ne-
fropatía, una rápida evolución de la hepatitis viral y el cáncer.  
4. El coste del tratamiento es muy elevado en países con recursos limitados para 
el suministro del mismo. Dada la actual supervivencia de los pacientes en tra-
tamiento, el aumento del número de pacientes recién diagnosticados cada año 
y la necesidad de administrar el tratamiento de por vida existe una creciente 
preocupación por la posibilidad de que incluso los países desarrollados no 
sean capaces de afrontar el gasto en medicación antirretroviral en un futuro no 
muy lejano. El coste de este tratamiento será cada vez más importante, con un 
requisito de un presupuesto global general para hacer frente a este problema 
desde 2013 a 2031 estimado en EEUU en 397-727 billones de dólares [6].  
 
Todos los problemas asociados al TAR instan a una solución más definitiva para la in-
fección por VIH-1. Incluso con los grandes éxitos del TAR, la esperanza de vida total 
para los pacientes que viven con el VIH-1 no se ha recuperado. Aunque algunos estu-
dios de cohortes han mostrado una esperanza de vida normal para un subconjunto de 
pacientes [9], otros estudios han demostrado que la esperanza de vida sigue estando 
acortada [10,11]. 
La obtención de vacunas preventivas y terapéuticas eficaces frente al VIH-1 es la gran 
asignatura pendiente hasta la fecha [12] y representa la mayor esperanza para conse-
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guir impedir la extensión de la pandemia del sida y el desarrollo de nuevas estrategias 
para la curación del VIH-1[13]. El desarrollo de una vacuna frente al VIH-1 es una ta-
rea científica difícil debido a los mecanismos de adaptación y escape del VIH-1 a la 
respuesta inmune y a la complejidad que reviste el desarrollo, aplicación y evaluación 
de los prototipos generados. Hasta ahora no se ha obtenido ninguna vacuna que pre-
venga contra la infección por el VIH-1.  
Teóricamente, una curación segura, asequible y escalable debería abordar tanto las 
limitaciones del individuo como las de la salud pública que están asociadas con la ad-
ministración del TAR de por vida. No existe consenso sobre cómo definir una curación 
en el contexto de la infección por VIH-1. Quizás el resultado más deseable sea una cu-
ración “esterilizante”, en la que se eliminen todos los virus con replicación competente 
de la persona infectada. La posibilidad de que se produzca una recrudescencia de la 
replicación viral en el paciente curado en este caso, por definición, sería nula. La exis-
tencia de reservorios latentes del VIH-1 hace difícil la consecución de la cura “esterili-
zante”. Incluso si ésta se lograse, podría resultar imposible demostrarlo con las tecno-
logías existentes actualmente, ya que no hay ninguna manera de demostrar la ausen-
cia completa de virus dados los múltiples reservorios posibles, algunos de los cuales 
son de difícil acceso anatómico [14,15]. No se conoce ningún caso de un individuo se-
ropositivo frente al VIH-1 en el que el virus se haya erradicado en ausencia de trata-
miento. Es excepcional, por tanto, que una curación “esterilizante”, en la que no se de-
tecte ningún antígeno o replicación residual, ocurra de forma natural y poco probable 
que se consiga con intervenciones terapéuticas. Hasta la fecha solamente se conocía 
la curación “esterilizante” mediante intervención terapeútica en un paciente adulto co-
nocido como “paciente de Berlín” [16]. 
Un resultado mucho más probable es una curación funcional, generalmente conside-
rada como la ausencia de replicación viral detectable en ausencia de TAR de modo 
indefinido o durante un periodo de tiempo limitado. En este sentido se sigue el modelo 
del cáncer, y según el cual una curación funcional podría definirse como la falta de re-
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plicación viral (y enfermedad) durante al menos cinco años en ausencia de cualquier 
intervención terapéutica. Desde una perspectiva práctica, el principal resultado para 
cualquier futuro estudio de erradicación será la ausencia de rebote de carga viral (CV) 
tras la retirada del TAR durante un período predefinido de tiempo.  
Una curación funcional puede ocurrir de forma natural en una pequeña proporción de 
pacientes infectados por VIH-1 (menos del 1%). Estos pacientes son capaces de con-
trolar de forma espontánea la replicación del virus y mantener niveles indetectables de 
ARN en plasma durante años e incluso décadas. Son los denominados controladores 
de élite. Como prácticamente todos los controladores de élite tienen alguna evidencia 
de viremia persistente, es poco probable su curación, al menos según las definiciones 
más rigurosas [17–21]. En los controladores de élite se ha estudiado el papel de la ge-
nética, el virus y la respuesta inmune [17,22–26]. Aproximadamente el 50% de ellos 
tiene clara evidencia de una fuerte respuesta CD8 específica frente al VIH-1, tal como 
se define por la presencia de algunos alelos de clase I (por ejemplo, HLA B5701) o la 
presencia de un alto número de células T CD8+ específicas frente al VIH-1 [24,27–31]. 
Otros factores del hospedador asociados con el control incluyen una mayor capacidad 
citotóxica de las células NK [32], la baja expresión del correceptor CCR5 [33], una 
sesgada expresión de HLA-C [34] y quizás bajas respuestas inmunorreguladoras [31].  
En comparación con los pacientes que reciben TAR, las células mononucleares de 
sangre periférica (PBMCs, del inglés Peripheral Blood Mononuclear Cells) de los con-
troladores de élite tienen niveles similares de ADN (ácido desoxirribonucleico) total del 
VIH-1, pero niveles significativamente más bajos de ADN integrado y mayores niveles 
de ADN circular no integrado con 2-LTRs (del inglés, Long Terminal Repeat), interme-
diario de replicación del virus y también conocido como ADN episomal con 2-LTRs 
[35]. La activación inmune es mayor en los controladores de élite en comparación con 
los controles sanos [24]. En aproximadamente el 7% de los controladores de élite, las 
células T CD4+ disminuyen con el tiempo [25]. Debido al bajo número total de células 
infectadas y la fuerte respuesta inmune específica frente al VIH-1, los controladores de 
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élite podrían potencialmente ser los mejores candidatos para evaluar las estrategias 
encaminadas a lograr una curación “esterilizante”. 
Se ha conseguido también el estado de controlador de élite y, por tanto, de curación 
funcional al menos transitoria en pacientes infectados por VIH-1 que inician TAR du-
rante la fase aguda de la infección [36]. Estos sujetos, denominados controladores 
post-tratamiento, carecen de las características de los controladores de élite naturales 
y han alentado el tratamiento en fases precoces de la infección por VIH-1 como un 
modo de conseguir la curación funcional. 
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2. Barreras para la curación: Obstáculos 
 
En la actualidad han sido identificadas al menos tres barreras importantes para lograr 
la curación/erradicación del VIH-1 (Figura 1):  
− la replicación residual del VIH-1 a pesar del TAR 
− los santuarios anatómicos donde puede persistir el virus  
− el reservorio celular latentemente infectado  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Barreras para la curación/erradicación del VIH-1. 
(Adaptado de Sharon Lewin. Community Scientific Literacy Workshop "Towards an HIV Cure" Non-
Commercial Satellite, Julio 2012. Washington DC). 
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2.1. Replicación residual 
A pesar de los beneficios clínicos innegables del TAR, en una importante proporción 
de los pacientes tratados se pueden detectar niveles muy bajos de ARN viral, por de-
bajo del umbral de detección de las técnicas habitualmente empleadas en su segui-
miento (≤50 copias ARN de VIH-1/mL), mediante técnicas disponibles únicamente pa-
ra su uso en investigación [8]. Este bajo nivel de viremia no parece conducir a la resis-
tencia a los fármacos o al fracaso del TAR, y pudiera representar la expresión de las 
partículas virales sin nuevos ciclos efectivos de replicación [37], pero es, sin embargo, 
un potencial obstáculo adicional para la erradicación viral. 
No está claro el origen del virus detectable por estas técnicas ultrasensibles. Se postu-
lan dos fuentes potenciales. Por una parte, el virus presente en plasma podría proce-
der de la liberación de partículas virales desde reservorios donde el virus permanece 
de forma latente (reservorios celulares y santuarios anatómicos). Por otra, el virus de-
tectable podría ser consecuencia de la replicación residual mantenida no suprimible 
por los fármacos antirretrovirales actualmente disponibles [38]. En el primer caso, la vi-
remia sólo podría desaparecer con la eliminación de los reservorios (probablemente 
mediante la combinación de diversas estrategias), mientras que en el segundo esce-
nario, TAR más potentes o con mecanismo de acción diferente podrían contribuir a la 
desaparición de esta viremia residual. 
Más allá de la detección de virus en plasma, existe evidencia directa de replicación ví-
rica en lugares extraplasmáticos en pacientes que reciben TAR supresivo [39–41]. La 
razón para la persistencia de la replicación vírica pudiera estar en la ausencia de nive-
les terapéuticos de fármacos en tejidos, fundamentalmente en el tejido linfático aso-
ciado al tracto gastrointestinal (GALT del inglés, Gut-Associated Lymphoid Tissue) 
[42]. Esta evidencia apunta a la necesidad de estrategias para eliminar la replicación 
vírica persistente y es independiente del origen del virus que se detecta en plasma con 
técnicas ultrasensibles. 
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2.2. Santuarios anatómicos 
Los reservorios anatómicos incluyen tejido linfoide, como el presente en el tracto geni-
tal y GALT, y órganos no linfoides, como el sistema nervioso central (SNC) y el riñón 
(Figura 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las células T CD4+ son la diana principal para la infección por VIH-1 y pueden encon-
trarse en varios tejidos en todo el organismo. Por razones prácticas, se han estudiado 
más las células T CD4+ infectadas que se encuentran en la sangre periférica, aunque 
representan sólo el 2% de los linfocitos del cuerpo [43]. El GALT es el mayor órgano 
linfoide del cuerpo y alberga el 60% de los linfocitos, siendo el 40% de ellos células T 
CD4+ [44–47]. Se ha encontrado en este compartimiento una disminución masiva de 
células T CD4+ durante la fase temprana de la infección por VIH-1 [45,46]. Los gan-
glios linfáticos también albergan células T CD4+ y además se ha visto que éstas con-
tienen mayores concentraciones de ARN y ADN del VIH-1 que las de sangre periférica 
[48–50].  
En el caso de los reservorios anatómicos, el principal obstáculo para la erradicación 
del VIH-1 lo constituye el hecho de no alcanzar las concentraciones inhibitorias ade-
Figura 2. Principales santuarios anatómicos del VIH-1 (Adaptado de Ref. 228)  
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cuadas ya que la penetración de los fármacos antirretrovirales es escasa, debido entre 
otros factores a las barreras hematoencefálica y hematotesticular [51].  
Por último, los bajos niveles de viriones y de ARN del VIH-1 intracelular que se han 
medido u observado en tejidos, como del GALT o del SNC [48,49], no se sabe si pro-
ceden: 
a. De los santuarios, es decir, de regiones anatómicas o compartimentos celula-
res en los cuales los ciclos completos de replicación viral no están completa-
mente bloqueados por el TAR, ó, 
b. De liberaciones transitorias de virus procedentes de células latentemente infec-
tadas o viriones en tránsito que serán eliminados debido a la presencia de 
TAR. 
 
2.3. Reservorio celular latentemente infectado 
El reservorio celular está compuesto fundamentalmente por células T CD4+ memoria 
en reposo latentemente infectadas que llevan el ADN de VIH-1 integrado y transcrip-
cionalmente silente [52,53] aunque también se incluyen otros tipos celulares [54]. La 
incapacidad del TAR para erradicar el VIH-1 fue sugerida por primera vez por la exis-
tencia de la infección latente de las células T CD4+ de memoria en reposo [53], y luego 
fue demostrada por la recuperación del VIH-1 integrado con capacidad replicativa de 
las células T CD4+ de memoria en reposo de los pacientes que recibieron TAR potente 
[12,52,55]. 
La vida media de las células T CD4+ de memoria activadas es corta (0,7 días) [56]. La 
proporción de células de memoria en reposo que albergan virus con replicación com-
petente sugiere una posible tasa de desintegración del orden de décadas. Dotado de 
una vida media de aproximadamente 44 meses, se estimó que se precisarían aproxi-
madamente 73 años para que el reservorio se eliminase aún a pesar de mantener la 
replicación vírica suprimida con medicación [57].   
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Hasta la fecha, este reservorio sigue siendo el motivo más ampliamente estudiado y 
mejor entendido de la persistencia viral. La evidencia sugiere que el reservorio de cé-
lulas T CD4+ en reposo se establece durante la fase temprana de la infección y es ex-
tremadamente estable [57,58]. El TAR actual no erradica la infección por VIH-1, ya 
que estas células latentes permanecen persistentemente infectadas, con una mínima 
expresión de los genes de VIH-1 o de sus proteínas y no son reconocidas por el sis-
tema inmune. Parece que la persistencia de la infección por VIH-1 latente, principal-
mente dentro de las células T CD4+ de memoria central, es actualmente el principal 
obstáculo para la erradicación de la infección por VIH-1. En sangre periférica, aproxi-
madamente una de cada millón de células T CD4+ de memoria en reposo albergan vi-
rus con replicación competente [59]; estos niveles son probablemente mucho mayor 
en ciertos tejidos [15]. Recientemente, se han identificado unas células T de memoria 
con propiedades similares a las células madre que albergan provirus infecciosos y que 
probablemente contribuyen a la persistencia del VIH-1. Estas células se han denomi-
nado células madre de memoria T (TSCM, del inglés T memory stem cells) y parecen 
representar el estadio más temprano y de mayor duración de células T de memoria. 
Los autores concluyen que el VIH-1 puede utilizar las características especiales de es-
tas células para promover la persistencia viral a largo plazo [60].  
Aunque los reservorios de células T CD4+ parecen contribuir preferentemente a la per-
sistencia viral, el papel que pueden estar jugando otros tipos de células en la misma, 
aún no está claro. Los macrófagos y, probablemente los monocitos, expresan los re-
ceptores de superficie celular necesarios para el VIH-1 y parecen ser el principal re-
servorio de células no T para el VIH-1 [59,61–64]. Se ha sugerido que estas células 
son la fuente primaria para la replicación viral continua después de la población de cé-
lulas T CD4+ activadas, aunque no existen datos experimentales suficientes [59,65]. 
Se ha visto también que los monocitos activados/macrófagos son una importante fuen-
te de producción de viremia residual durante el TAR indefinido, y que la disminución 
de este reservorio celular durante el TAR puede ser más lenta que la observada para 
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la mejor caracterizada población de células T CD4+ en reposo [66]. Como los macrófa-
gos y monocitos son difíciles de aislar a partir de sangre periférica, el número de estu-
dios dirigidos a la caracterización de estas células in vivo es limitado. 
Existe incluso menos evidencia que apoya el papel de otros supuestos reservorios ce-
lulares para el VIH-1. En la infección por VIH-1 no tratada, las células dendríticas, las 
células T reguladoras, las células NK, las células T CD8+ e incluso las células epitelia-
les pueden o bien ser infectados por el VIH-1 o llevar en su superficie celular viriones 
intactos que luego pueden infectar a otras células diana [67–69]. El papel de estas cé-
lulas como barrera para la erradicación del VIH-1 no se conoce aún.  
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3. Latencia vírica: Mecanismos de latencia 
La latencia es una característica de algunos virus, incluyendo los virus de la familia 
Herpesviridae, Adenoviridae y Papillomaviridae, y hace referencia al estadio no pro-
ductivo, pero reversible, de la infección viral, en el que las células infectadas no produ-
cen virus pero conservan la capacidad de hacerlo cuando se dan las condiciones 
apropiadas. Por lo tanto, en estos virus, el estado de latencia asegura la persistencia 
en el hospedador entre ciclos de replicación activa [70]. Una característica diferencial  
del VIH-1 es que en ausencia de TAR el virus no tiene periodos de latencia entre ci-
clos replicativos, es más, se replica constantemente, por lo que la latencia es una con-
secuencia accidental del tipo celular al que infecta el VIH-1 [53,71], los linfocitos T 
CD4+ activados, que revierten a estado de reposo durante periodos por definición lar-
gos, confiriendo al sistema inmune una de sus propiedades fundamentales, la memo-
ria antigénica. La consecuencia indirecta es que el VIH-1 permanece integrado en 
forma de provirus transcripcionalmente silente hasta que esa célula T CD4+ de memo-
ria en reposo vuelva a ser activada o agote su existencia [70,71]. 
 
A nivel general, algunos autores hablan de dos formas de latencia celular del VIH-1 en 
función de si el ADN viral está integrado o no en el genoma de la célula hospedadora. 
Asimismo, los mecanismos que conducen al estado de latencia y la durabilidad de és-
te son distintos.  
 
3.1. Latencia pre-integración 
La mayoría de las células T CD4+ del organismo están en reposo, siendo la mitad de 
ellas de fenotipo naïve, es decir, nunca han estado en contacto con el antígeno co-
rrespondiente, y la otra mitad, de fenotipo de memoria. El VIH-1 infecta preferente-
mente linfocitos T CD4+ activados. Las células T CD4+ naïve no poseen correceptores 
CCR5 y las células T CD4+ de memoria en reposo tienen la expresión de este corre-
ceptor disminuida, ya que la expresión de CCR5 es directamente proporcional al grado 
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de activación [72], pero en aquellas en que la densidad de CCR5 es suficiente el VIH-1 
puede infectarlas directamente [73,74]. Las cepas con tropismo CXCR4 pueden infec-
tar indistintamente ambas poblaciones, dada la abundancia de este correceptor en su 
superficie [73], pero en un estudio realizado por Pierson et al., la mayoría de las cepas 
virales aisladas del reservorio celular latente presentaron tropismo CCR5 [74]. 
A pesar de que las células T CD4+ de memoria se pueden infectar directamente, en 
ellas la infección por VIH-1 no es productiva por bloqueos a varios niveles 
[72,73,75,76], y como consecuencia en parte del estado quiescente de las células. En-
tre los mecanismos por los cuales se produce latencia a este nivel se encuentran la 
escasez de nucleótidos de partida para la retrotranscripción, una velocidad de retro-
transcripción mucho más lenta que en linfocitos T CD4+ activados y un déficit de trans-
locación del citoplasma al núcleo del complejo de pre-integración (PIC, del inglés pre-
integration complex), ya que este transporte es también activación dependiente (Figu-
ra 3).   
Este estado de latencia pre-integración puede dar lugar a una infección productiva si la 
célula se activa y se completa el ciclo vital del VIH-1 con la integración y fases siguien-
tes. Sin embargo, se ha demostrado que esta forma de latencia es lábil (vida media de 
1 día) [77], hecho que se ve agravado por la lenta retrotranscripción en las células T 
CD4+ en reposo, que puede tardar en completarse hasta dos o tres días [48,75,78].  
Como resultado de los diferentes mecanismos producidos en esta latencia, en las cé-
lulas T CD4+ naïve y de memoria se acumulan isoformas no integradas del genoma vi-
ral, lineares y circulares (con uno o dos LTR) (Figura 3). 
En individuos no tratados, esta es la principal forma de latencia del VIH-1 
[70,72,73,79]. En general, esta variedad de latencia viral, aunque es muy importante 
para el estudio del ciclo viral, no se considera clínicamente significativa ni un obstáculo 
para la curación. 
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3.2. Latencia post-integración 
La primera evidencia de latencia post-integración se obtuvo en 1995 [53]. En 1997 tres 
grupos demostraron la persistencia en sangre periférica de linfocitos T CD4+ en reposo 
infectados por VIH-1, a pesar del TAR supresivo, y la recuperación de virus con capa-
cidad replicativa a partir del genoma viral integrado en la célula infectada o provirus 
[12,13,59]. Este reservorio es tremendamente estable [57,58], se establece temprano 
tras la primoinfección y está compuesto mayoritariamente por virus con tropismo por 
correceptores CCR5 [74,80]. Asimismo, dado que la infección directa de células T 
CD4+ de memoria no progresa hasta la integración, la única posible vía de formación 
de este reservorio latente es la reversión a estado de memoria de linfocitos T CD4+ ac-
tivados infectados por el VIH-1 [53,70–73,80–82]. 
Figura 3. Ciclo biológico del VIH-1 y tipos de latencia (Adaptado de Ref. 93) 
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A pesar de que no se conoce del todo el mecanismo molecular mediante el cual el 
VIH-1 se integra en determinadas zonas del genoma humano, se sabe que tiene predi-
lección por zonas transcripcionalmente activas [83,84]. 
Además, se ha propuesto que la latencia se establece mediante la integración del vi-
rus en una región genómica que es inaccesible a la maquinaria transcripcional [85] 
bien por la alta densidad de la cromatina en esa zona [86] o bien por la deacetilación 
constitutiva de las histonas, que produce cambios estructurales en la cromatina [87]. 
Otro mecanismo implicado es el estado de metilación del ADN, puesto que las se-
cuencias metiladas incrementan el reclutamiento de histonas desacetilasas, interfirien-
do así en la replicación viral [88,89] (Figura 4). 
 
El proceso de integración en el genoma celular consta de dos fases bien diferenciadas 
y que se hayan distanciadas temporal y espacialmente [90,91]. En primer lugar, se 
Figura 4. Ciclo biológico del VIH-1 y tipos de latencia.  (Adaptado de Ref. 93) 
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produce el procesamiento en 3’ en el citoplasma, tras la retrotranscripción del ARN del 
VIH-1 a ADN complementario (ADNc). Posteriormente se forma el PIC, en el que la in-
tegrasa se une a varios factores necesarios para la translocación al núcleo y para 
completar la integración. Una vez en el núcleo, los extremos del ADNc viral procesa-
dos en 3’ se unirán covalentemente al genoma de la célula infectada. Los siguientes 
pasos, llevados a cabo por enzimas celulares, consisten en reparar los huecos y ligar-
los, quedando el provirus integrado en el genoma celular. Sólo se integra el ADN de 
doble cadena lineal. En la figura 5 se representan las dos fases del proceso de inte-
gración.  
 
La activación transcripcional del provirus integrado se controla mediante una serie 
compleja de interacciones entre proteínas reguladoras del VIH-1 (Tat, Rev) y factores 
celulares de transcripción (NF-κB, NFAT, AP-1 y SP1) que dependen del estado de 
activación de la célula hospedadora [92]. Mientras el linfocito T CD4+ esté activado, es-
te ADN proviral se transcribirá iniciando nuevos ciclos de replicación usando factores 
de transcripción del hospedador que son dependientes del status de activación celular. 
El LTR de todos los retrovirus funciona como una unidad de transcripción eucariota y 
se encuentra en cada extremo del provirus (Figura 6). Cada LTR está dividida en tres 
Figura 5. Representación esquemática del proceso de integración. (Adaptado de Ref. 90) 
BAF: barrera para auto integración; IN: integrasa; MA: proteína de la matriz; PIC: complejo de pre-
integración; RT: retrotranscriptasa. 
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regiones: región U3 (del inglés, unique 3’ sequence), contiene el promotor viral y sus 
potenciadores; la región R incluye el sitio de inicio de la transcripción (+1) usado por 
todos los mensajeros virales, y U5 (del inglés, unique 5’ sequence) no es del todo co-
nocida. Una vez que el virus ha generado el ADNc de doble cadena, depende comple-
tamente de la maquinaria celular para la transcripción y traducción. 
El ADN integrado del provirus está flanqueado por dos LTRs completos, mientras que 
el ARN genómico viral contiene LTRs parciales en cada extremo. La región U3 con-
tiene los principales dominios reguladores y los principales sitios de unión de los po-
tenciadores celulares de la transcripción del VIH-1, NF-κB, NFAT, AP-1 y SP1. Diver-
sas proteínas celulares y virales interactúan directa o indirectamente con los LTRs 
[93,94]. 
 
 
El control de la expresión viral resulta de un complejo conjunto de interacciones entre 
elementos virales y proteínas celulares [93]. Pequeños cambios en estas regiones 
pueden generar grandes diferencias en el comportamiento del VIH-1. Estas interac-
Figura 6. Estructura del LTR del VIH-1. (Adaptado de 183) 
A. El 5’LTR y 3’LTR se representan en cada extremo. Se indica la posición de las regiones U3, R y U5 
que integran el LTR viral.  
B. El LTR contiene sitios de unión para numerosos factores de transcripción. El sitio de inicio de la trans-
cripción se encuentra en el nucleótido 455 en este esquema. 
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ciones que ocurren tanto a nivel de ADN como de ARN son cruciales en el control del 
nivel de expresión viral tanto en linfocitos en reposo como en linfocitos activados [94]. 
 
3.3. Mantenimiento de la latencia: Mecanismos moleculares implicados  
Dado que la latencia del VIH-1 representa la principal barrera para la curación de la in-
fección por VIH-1, es crucial entender los mecanismos moleculares mediante los cua-
les se establece y mantiene. Los primeros estudios realizados in vitro bloqueando eta-
pas individuales del ciclo viral identificaron diversos mecanismos potenciales, como 
son [70,71,93]:  
− Imposibilidad del provirus integrado para acceder a la maquinaria de transcrip-
ción celular. 
− Ausencia en los linfocitos T CD4+ en reposo de la forma activada de factores de 
transcripción del hospedador necesarios para la transcripción del VIH-1. 
− Presencia de inhibidores de la transcripción. 
− Terminación prematura de la transcripción del VIH-1 por ausencia de la proteí-
na viral Tat o factores del hospedador asociados a Tat. 
− Niveles insuficientes de la proteína viral Rev que dificultan la exportación del 
ARN viral y subsiguiente síntesis de proteínas. 
Desafortunadamente, es difícil comprobar estas hipótesis en células T CD4+ en reposo 
de pacientes infectados por VIH-1 por dos importantes limitaciones, el escaso número 
de células T CD4+ en reposo latentemente infectadas presentes y la imposibilidad de 
distinguirlas de las no infectadas [71]. Sin embargo, algunos estudios en células T 
CD4+ en reposo de pacientes infectados por VIH-1 demuestran la importancia relativa 
de estos mecanismos, pero sobre todo, ponen de manifiesto el carácter multifactorial 
de la latencia, íntimamente relacionado con los profundos cambios implícitos en la 
transición entre linfocitos T CD4+ activados y en reposo [70,95,96]. Por ejemplo, en el 
estudio llevado a cabo por Han et al. en células T CD4+ en reposo de pacientes con 
CV suprimida el provirus se encontró integrado en el 93% de los casos en unidades de 
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transcripción [84]. Este hecho hace que sea muy poco probable que la latencia sea 
debida a la imposibilidad del virus para acceder a la maquinaria de transcripción o a la 
inserción del virus en zonas con inhibidores de la transcripción, mecanismos previa-
mente propuestos en estudios in vitro.  
En este sentido, un mecanismo de mantenimiento de latencia que está ganando acep-
tación es la falta de niveles suficientes en el núcleo de las células T CD4+ en reposo 
de factores de transcripción del hospedador que son cruciales y dependientes de acti-
vación, como son NF-κB y NFAT [93] (Figura 7), de proteína Tat viral y de factores del 
hospedador (también dependientes de activación) asociados a Tat (quinasa asociada 
a Tat, TAK, del inglés Tat-associated kinase) que intervienen en la iniciación de la 
transcripción y en la posterior elongación [70,72,79]. Por tanto, la latencia viral no debe 
considerarse un proceso pasivo, sino más bien un proceso activo estrechamente regu-
lado por factores virales y celulares. 
Se ha visto que la subunidad p50 del NF-κB, interacciona con la histona desacetilasa 1 
(HDAC-1), enzima implicada en la supresión de la transcripción y en el mantenimiento 
de la latencia post-integracional del VIH-1 [70,79]. Este complejo favorece el manteni-
miento de latencia viral a través de cambios en la estructura de la cromatina que impi-
den el reclutamiento del ARN polimerasa II, y por tanto la transcripción de genes de-
pendientes de NF-κB. Es muy importante destacar que en linfocitos primarios en repo-
so existe una acumulación de p50 en el núcleo que actúa reprimiendo la expresión de 
genes dependientes de NF-κB. Cuando el linfocito T se activa por estimulación antigé-
nica de su receptor de superficie (TCR) o en respuesta a citoquinas, los homodímeros 
de p50 son sustituidos por heterodímeros p50/p65 de NF-κB produciéndose la trans-
cripción de genes dependientes de NF-κB, incluyendo el LTR del VIH-1 (Figura 7). 
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4. Estrategias para la curación de la infección por VIH-1 
Después de haber identificado los obstáculos teóricos y prácticos para la cura-
ción/erradicación del VIH-1, y dado que la erradicación parece posible, varias estrate-
gias están actualmente bajo consideración [79]. 
 
4.1. Inicio precoz del TAR 
Varios estudios recientes han puesto de manifiesto el impacto potencial del inicio del 
TAR durante la infección aguda del VIH-1 en los reservorios y persistencia virales. Sin 
embargo, existe el debate de si el inicio precoz del TAR limita el tamaño del reservorio 
de VIH-1 persistente. Entre los posibles beneficios del inicio precoz del TAR cabe des-
tacar una disminución de la activación de células T, así como, una reducción en los 
Figura 7. Mecanismos implicados en el mantenimiento de la latencia post-integracional. (Adap-
tado de Ref. 79) 
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reservorios virales [97]. Los estudios que han investigado si el inicio del TAR en los 
primeros meses después de la infección puede limitar el tamaño del reservorio esta-
blecido, han llegado a conclusiones contradictorias. El caso reciente de una bebé de 
Mississippi infectada por el VIH-1 que comenzó TAR 30 horas después de nacer de 
una madre infectada, sugiere que un tratamiento inmediato previene la infección por el 
VIH-1 [98]. Después de que se suspendiera el TAR cuando la bebé tenía 18 meses, 
los niveles de CV ultrasensible, de ADN proviral en PBMCs (medido mediante técnicas 
ultrasensibles) el co-cultivo viral, así como de los anticuerpos específicos de VIH-1, se 
mantuvieron indetectables. Este caso sugiere que el inicio muy temprano de TAR da-
ría lugar a un caso de curación funcional, lo que lleva a la falta de rebote de la viremia, 
incluso después de la interrupción del TAR. Del mismo modo, en un reciente estudio 
francés perteneciente a la cohorte ANRS EP47 VISCONTI [36], 14 pacientes que ini-
ciaron TAR en las primeras etapas de la infección aguda han logrado una curación 
funcional después de una interrupción del tratamiento de unos seis años (denomina-
dos controladores post-tratamiento). Los pacientes poseen un tamaño de reservorio vi-
ral extremadamente pequeño del mismo nivel que el de los controladores de élite. De 
momento no se sabe exactamente el mecanismo por el cual se ha obtenido el control 
viral, ni tampoco si en el futuro podrían perder dicho control y experimentar un repunte 
de la CV. Otro estudio adicional, llevado a cabo en Tailandia, sugiere que el inicio del 
TAR de forma precoz en adultos con infección aguda por VIH-1 podría limitar el esta-
blecimiento de los reservorios virales. Los autores encontraron niveles de ADN de VIH-
1 significativamente inferiores durante la fase más temprana de la infección aguda en 
comparación con las etapas posteriores de la infección primaria [99].  
Sin embargo, otros estudios han llegado a conclusiones diferentes [80,100–102]. En 
uno de estos estudios, los autores observaron que el control del virus después de la 
interrupción del tratamiento no era duradero en la mayoría de los pacientes tratados 
durante la infección aguda [103].  
La controversia ha persistido, en parte, debido al pequeño tamaño muestral de estos 
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estudios y la falta de una comparación directa entre los individuos tratados precoz-
mente y aquellos que han sido tratados más tarde.  
El creciente esfuerzo de investigación dirigido a erradicar la infección por VIH-1 de-
penderá de manera más precisa de si el inicio precoz del TAR puede jugar un papel 
en la limitación del crecimiento del reservorio viral. 
 
4.2. Tratamiento de intensificación 
Si la replicación residual del VIH-1 persiste o la infección de novo de nuevas células 
diana continúa durante el tratamiento, la adición de agentes potentes (denominados 
de intensificación) a un régimen estable podría ayudar a reducir el tamaño del reservo-
rio. El objetivo de la intensificación del TAR es lograr la supresión completa de la vire-
mia residual. En los estudios de tratamiento de intensificación hasta ahora realizados, 
fármacos tales como el inhibidor de la integrasa del VIH-1, raltegravir, [37,40,104–106] 
o el antagonista del co-receptor CCR5, maraviroc (MVC) [107–109], no han reducido 
la viremia residual.  
Algunos estudios han demostrado que la intensificación con raltegravir conduce a la 
acumulación transitoria del ADN episomal con 2-LTRs y reducciones simultáneas en 
los marcadores de activación de células T CD8+, sugiriendo una inhibición de la repli-
cación residual [104,110]. Los resultados de otro estudio mostraron que la intensifica-
ción con raltegravir reduce las concentraciones de ARN viral en el íleon, el cual es rico 
en células diana infectadas, y un ambiente potencialmente ideal para apoyar la trans-
ferencia de célula a célula del virus durante el TAR [40]. Apoyando estos datos, se ha 
demostrado la reducción del reservorio celular latente cuantificado como unidades in-
fecciosas por millón de células (IUPM, del inglés Infectious Units per Million cells) du-
rante y tras la intensificación con raltegravir [106,111]. Sin embargo, no se ha obser-
vado en ningún estudio realizado la reducción en el ADN proviral o en la viremia resi-
dual [112,113]. Una posible explicación es que el ADN proviral no cuantifica de modo 
adecuado el reservorio celular latentemente infectados en todas las circunstancias y la 
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viremia residual no traduce el estado de replicación vírica en tejido. Alternativamente, 
el TAR podría ser incapaz de penetrar completamente en todos los tejidos [42]. La 
persistencia de la replicación del VIH-1 a nivel tisular justifica los esfuerzos para opti-
mizar la administración de fármacos con el fin de mejorar la penetración en el SNC y 
posiblemente, también en los tejidos linfoides [114].  
Por tanto, es necesario medir la actividad del virus en el tejido linfoide y otros órganos, 
como el intestino, órganos reproductivos y el cerebro para entender mejor las limita-
ciones de la intensificación del TAR y para monitorizar la eliminación de la viremia re-
sidual. 
 
4.3. Reactivación del reservorio latente  
Los principales esfuerzos para la erradicación del VIH-1 se centran en un enfoque de 
agotamiento mediante la activación del reservorio del ADN proviral y por consiguiente, 
la replicación del VIH-1. Este tipo de enfoque ha sido llamado “activar y matar”, en in-
glés shock and kill. La infección productiva eliminaría la célula y la nueva infección de 
las células vecinas se podría prevenir con el TAR. Sin embargo, existiría la posibilidad 
de aumentar el número de células dianas para la infección por el VIH-1, si el TAR no 
fuera 100% eficaz en el bloqueo de los nuevos ciclos de infección, o si las estrategias 
de mejora de la vigilancia inmunológica no matasen a la célula [115]. En este escena-
rio podría darse el resultado paradójico de un incremento o de ningún cambio en el 
número de células T CD4+ latentemente infectadas. 
Hay varios agentes que activan la transcripción de virus latente in vitro [116,117]. La 
administración del inhibidor de la HDAC, vorinostat, a ocho pacientes en TAR supresor 
ha demostrado recientemente que la transcripción del virus en células T CD4+ de me-
moria en reposo también puede ser inducida in vivo [118]. Existe cierta evidencia, sin 
embargo, de que después de la administración de vorinostat in vitro, las células T 
CD4+ en reposo que producen virus no se someten al proceso de apoptosis (incluso 
en presencia de linfocitos T citotóxicos autólogos) en la mayoría de los pacientes en 
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TAR supresor [115]. Por lo tanto, la reactivación del virus latente por el inhibidor de la 
HDAC no es suficiente para la eliminación de la célula infectada y sería necesario 
combinarla con otras estrategias. Por otra parte, la potencia de vorinostat y otros 
agentes anti-latencia parece ser muy limitada como se ha demostrado últimamente 
[119,120]. 
Los inhibidores de otras enzimas modificadoras de la cromatina como la modificación 
de la histona acetiltransferasa (HAT), sirtuina (SIRT), y/o la histona metiltransferasa 
(HMT), también pueden tener un papel en la reversión de la latencia, y actualmente se 
están estudiando in vitro.  
La interleuquina-7 (IL-7) está implicada en la regulación homeostática de las células T 
y parece causar la proliferación de células T sin necesidad de una activación celular, 
llegando a ser una potencial citoquina ideal para la purga del reservorio [121]. La IL-7 
puede tener una mayor capacidad de estimular la producción del virus a partir de un 
reservorio celular más diverso que la interleuquina-2 (IL-2), al menos in vitro [122]. Sin 
embargo, estudios recientes con IL-7 en pacientes que además recibían intensificación 
del TAR no ha mostrado ningún efecto en el reservorio celular medido como ADN pro-
viral, detectándose por el contrario una tendencia al aumento del mismo [123].  
Por otra parte, la prostatina es un éster de forbol natural no tumorogénico, que inicial-
mente se obtenía de la corteza de algunos árboles del Pacífico Sur, pero actualmente 
se sintetiza químicamente [124]. Durante mucho tiempo, ha sido usada por curanderos 
tribales de la isla de Samoa para el tratamiento de la hepatitis y otras enfermedades. 
Aunque los mecanismos están poco definidos, la prostratina activa la transcripción del 
ADN pre-integrado y el ADN proviral, evitando las infecciones de novo de las células 
diana [121,125–127]. Actualmente, se están realizando estudios en simios y ensayos 
clínicos de fase I en humanos. 
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4.4. Quimioterapia 
La siguiente estrategia de erradicación se centra en atacar y eliminar las células laten-
temente infectadas. Este enfoque en la actualidad sólo sería posible en el contexto de 
una quimioterapia agresiva seguida de una sustitución de células madre. Incluso en 
este escenario, el beneficio de esta terapia resultaría limitado, ya que no destruiría de 
forma selectiva las células latentes infectadas del reservorio, y el efecto antirretroviral 
directo sería aun menor del que se obtiene con el uso del TAR actual [128]. 
 
4.5. microARN  
La quinta estrategia de erradicación implicaría eliminar las células latentemente infec-
tadas, principalmente mediante el uso de moduladores de microARNs (miARNs o 
miRNAs por sus siglas en inglés). Los miARNs son unas pequeñas moléculas de ARN 
endógeno no codificantes, es decir, no se traducen a proteínas, y su finalidad es regu-
lar la traducción del ARN mensajero (ARNm). El miARN sintetizado a partir del ADN da 
lugar a tránscritos primarios o pri-miARN. Éstos son procesados a través de un com-
plejo de acción nuclear formado por la endonucleasa ARNasa III, conocida como 
Drosha, y la proteína de unión a ARN, DGCR8, dando lugar así a un pre-miARN de 
unos 70-100 nucleótidos (nt) con estructura de horquilla. Estas moléculas son trans-
portadas al citoplasma mediante la exportina 5 y allí son fragmentadas por la endonu-
cleasa ARNasa III Dicer, formando un miARN maduro de unos 22 nt. Si en ese mo-
mento existe una molécula de ARN en la célula con cierta complementariedad al 
miARN que porta Dicer, se produce una interacción específica entre ambos. La endo-
nucleasa Risc (del inglés, RNA-induced silencing complex) media la degradación del 
ARN complementario, aboliendo de esta manera la traducción de un ARN de manera 
específica (Figura 8). 
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Hoy en día, los miARNs presentan una oportunidad para diseñar una estrategia global 
para la curación de la infección por VIH-1. Se ha estimado que los miARNs celulares 
se dirigen frente a más del 50% de los tránscritos del ARNm de VIH-1 dentro de la cé-
lula en cualquier punto. Sin embargo, aunque se ha visto que varios virus codifican pa-
ra miARNs virales, persiste la controversia sobre si se produce la expresión de algún 
miARN funcional codificado por el propio VIH-1. El objetivo de estos miARNs virales es 
mejorar tanto la replicación como la supervivencia viral.  
Figura 8. Mecanismo general de funcionamiento de miARN (Adaptado de Ref. 229).  
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En el último año ha aumentado el conocimiento sobre cómo interactúan el VIH-1 y los 
miARNs celulares. Es de especial interés para la curación/erradicación del VIH-1, el 
hecho de que algunos estudios han sugerido que los miARNs de la célula hospedado-
ra podrían estar involucrados en la latencia del VIH-1 a nivel de la regulación de la 
transición del estado de latencia al de activación, la eliminación de los reservorios la-
tentes, y la reducción de la producción viral (Figura 9). 
En este sentido, se ha descrito que los miARNs celulares son abundantes en las célu-
las T CD4+ en reposo, y que pueden contribuir a la latencia del VIH-1 [129]. Se ha de-
mostrado que los niveles de expresión de cinco miARNs (miR-28, miR-25b, miR-150, 
miR-223 y miR-382) aumentan su regulación en células T CD4+ en reposo en compa-
ración con las células T CD4+ activadas [129]. La inhibición de estos miARNs por inhi-
bidores específicos antisentido produjo un aumento de la producción de partículas vi-
rales tanto en las líneas celulares en reposo como en las células de los individuos in-
fectados por el VIH-1 en TAR, lo que sugiere que es muy probable que desempeñen 
un papel importante en el mantenimiento de la latencia viral y que sus inhibidores con-
trarresten sus efectos [129]. 	  
Se han identificado varios sitios de unión potenciales para miARNs celulares en la re-
gión 3’LTR de los tránscritos de ARN del VIH-1, que codifican para Tat y Rev, que son 
proteínas esenciales para la transcripción de ARN viral y la translocación. Además, se 
ha descrito que estos mismos miARNs están implicados en la infección de VIH-1 en 
monocitos/macrófagos [130]. Varios estudios in vitro han demostrado que la sobreex-
presión de ciertos miARNs endógenos (miR-29a, miR-29, miARNs del cluster miR-
17/92) pueden reducir significativamente la replicación del VIH-1 [131,132]. 
Además de los miARNs, se han descrito otra clase de moléculas pequeñas de ARN 
que desencadenan el proceso de silenciamiento por interferencia, los denominados 
ARN pequeños de interferencia (siARN). Aunque presentan mucha similitud con los 
miARN, como su tamaño y estructura química, existen diferencias sutiles entre los dos. 
Ambos son procesados dentro de la célula por la endonucleasa Dicer y y se incorpo-
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ran en el complejo Risc. El siARN, sin embargo, se considera ARN de doble cadena 
exógeno que es introducido por las células, o entra a través de vectores como los vi-
rus, mientras que el miARN es de cadena sencilla y procede de un ARN no codificante 
endógeno, que se localizan principalmente dentro de los intrones. 
Se ha visto que el siARN suprime la producción de VIH-1 mediante su liberación a tra-
vés de vectores de adenovirus y de terapia génica como se ha observado reciente-
mente en cuatro pacientes infectados por VIH-1 con linfoma [133]. 
En general, estos y otros estudios proporcionan pruebas de que el sistema de miARNs 
juega un papel importante en las nuevas estrategias terapéuticas con el fin de detener 
la infección del VIH-1, la replicación y la latencia [134]. 
 	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
4.6. Terapia génica 
Otra estrategia consiste en sustituir las células infectadas con una nueva población de 
células resistentes al VIH-1. Actualmente esto es posible con el trasplante de médula 
ósea de un donante homocigótico con la deleción del correceptor CCR5 (CCR5∆32), 
como se ha demostrado en el caso del "paciente de Berlín”, en el que parece haberse 
conseguido la erradicación del VIH-1 [135,136]. Se trata de un paciente infectado por 
 
Figura 9. Algunos miARNs involucrados en la latencia de VIH-1 (Adaptado de Ref. 230). 
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el VIH-1 que padecía una leucemia mieloide aguda al que se realizó un trasplante de 
células madres de un donante compatible CCR5∆32/∆32 y que más de 3 años des-
pués permanece con CV indetectable sin realizar ningún tipo de TAR. Este resultado 
demuestra el papel crítico que desempeña el correceptor CCR5 en el mantenimiento 
de la infección por VIH-1. Las nuevas técnicas de inhibición de la expresión de CCR5 
o su eliminación de las células usando las nucleasas de dedos de zinc y el silencia-
miento génico de CCR5 (en inglés, knock down) con terapia génica ex vivo han sido 
usadas recientemente en un ensayo clínico de fase I [137]. Se incluyeron 12 pacientes 
infectados por VIH-1 en este estudio abierto no aleatorizado cuyo principal objetivo era 
evaluar la seguridad de este tipo de estrategia. Sólo uno de los enfermos sufrió una 
reacción adversa grave. Se obtuvo como resultado un aumento en la mediana de lin-
focitos T CD4+ a la semana siguiente de la infusión de las células modificadas en 
CCR5. Además, observaron que la vida media de estas células modificadas era de 48 
semanas. De los 12 pacientes, seis pacientes interrumpieron el TAR. En ellos el des-
censo de linfocitos T CD4+ modificados fue inferior al de linfocitos T CD4+ sin modificar 
(1,8 células/día frente a 7,25 células/día). La CV rebotó en los seis pacientes excepto 
en un paciente, mientras el ADN proviral descendió en la mayoría de ellos.   
La introducción de diferentes genes exógenos o fragmentos modificados de ADN/ARN 
con actividad prospectiva anti-VIH-1 en células sensibles a la infección por el VIH-1 es 
uno de los mayores objetivos de las terapias génicas actuales [138]. Sin embargo, el 
uso clínico de dichas terapias es muy limitado por la ausencia de un vector de transfe-
rencia génica efectivo. Se ha sugerido un vector basado en lentivirus para la terapia 
génica en el tratamiento del VIH-1, por su tropismo específico para células linfoides y 
su afinidad por células en división, pero presenta una baja eficacia de infección.  
Mientras que el número de posibles terapias génicas anti-VIH-1 es incontable, no hay 
ninguna estrategia superior a otras para el ataque a las células infectadas que perma-
necen en estadio quiescente en el reservorio [139]. Las terapias génicas actuales 
pueden ser divididas en varios tipos:  
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1) Genes “suicidas”. Los genes exógenos son genéticamente manipulados para 
contener elementos del promotor del genoma del VIH-1 y de este modo poder 
ser transcritos simultáneamente cuando se inicia una nueva replicación del 
VIH-1 dentro de las células infectadas. La expresión de los genes “suicidas” in-
ducirá ́la muerte celular por apoptosis y, de este modo, se reducirán las células 
del reservorio [140].  
2) Degradación indirecta del ARN viral, mediante secuencias de ADN que codifi-
can para ribozimas (moléculas de ARN que presentan actividad catalítica) u 
otras secuencias cortas de ADN o ARN (oligonucleótidos). Estas moléculas de-
sintegrarían el ARN viral después de la transcripción y evitarían la liberación de 
partículas de viriones infecciosos de las células [141].  
3) Introducción de factores celulares anti-VIH-1 en células infectadas o sensibles 
a la infección. Existen numerosos factores solubles que son activos frente a la 
infección por el VIH. Su función es limitar o eliminar la replicación productiva 
del VIH-1 por inhibición tanto de la replicación como del transporte (por medio 
de anticuerpos intracelulares contra diferentes productos génicos virales), po-
tenciando así la reacción de los linfocitos T citotóxicos (como por ejemplo, las 
defensinas), o reduciendo la sensibilidad de las células no infectadas por regu-
lación de la expresión de componentes celulares que están involucrados en la 
replicación e infección viral [63]. 
Para la erradicación de células infectadas por el VIH-1, la estrategia de la terapia géni-
ca a largo plazo debe atacar a células infectadas del reservorio, interrumpir la activa-
ción viral y la replicación a diversos niveles, incluyendo ADN proviral, ADN episomal 
con 2-LTRs y ARN viral transcrito.  
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4.7. Vacunación terapéutica  
Tal vez el enfoque ideal para la erradicación del VIH-1 es el uso de intervenciones que 
activen la transcripción del ADN proviral, lo que conduciría a la expresión de proteínas 
virales, al tiempo que mejoraría la capacidad del sistema inmune para eliminar rápi-
damente las células infectadas una vez que comienzan a expresar los antígenos del 
VIH-1. Dado que los pacientes con TAR a largo plazo no tienen la replicación viral su-
ficiente para estimular una fuerte respuesta de células T CD8 citotóxicos (CTL, del in-
glés Cytotoxic T Lymphocytes) específicas frente al VIH-1, los mecanismos celulares 
para la eliminación del virus pueden ser insuficientes. Por lo tanto, se ha propuesto 
que la vacunación terapéutica, que permitiría una curación funcional del paciente una 
vez infectado, en lugar de para prevenir la infección, podría ser un complemento ideal 
para las estrategias de activación inmune. La mayoría de los estudios con vacunas te-
rapéuticas hasta la fecha han tenido una eficacia limitada a pesar de producir inmuno-
genicidad [142–149].  
 
4.8. Reducción de la activación inmune 
La última estrategia sería reducir la activación inmune ya que esto reduciría la probabi-
lidad de incrementar la latencia debido a la reversión de las células T CD4+ activadas 
al estado de reposo. De esta manera, la adición de inmunosupresores al TAR dismi-
nuiría la activación de células T CD4+ y reduciría su susceptibilidad a la infección y re-
plicación viral [93].  
Actualmente se están probando en ensayos clínicos algunos fármacos como mesala-
mina, rifaximina, lisinopril y metotrexato. Estos compuestos directamente disminuyen 
la actividad de factores de transcripción, como NF-κB y NFAT, protegiendo a la célula 
de la apoptosis o reduciendo la producción de citoquinas pro-inflamatorias como el 
factor de necrosis tumoral (TNF, abreviatura del inglés tumor necrosis factor), de este 
modo se reduce el estímulo inmunológico, la replicación del VIH-1 y la muerte celular. 
Algunas de esas citoquinas han demostrado ser eficaces en el aumento de la trans-
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cripción del VIH-1 in vitro, incluyendo IL-2, IL-6, IL-7, Interferón-γ (IFN-γ) y TNF-
α, además de anticuerpos monoclonales específicos frente a ciertos antígenos de su-
perficie celular de linfocitos, tales como CD3 [150,151]. Por lo tanto, la búsqueda de ci-
toquinas más específicas que sólo activen células infectadas del reservorio, o antíge-
nos específicos del VIH-1 que estimulen las células T CD4+ de memoria infectadas a 
largo plazo podría ser una estrategia interesante para movilizar el reservorio del VIH-1. 
Este tipo de terapias dirigidas a disminuir la activación inmune, activan la replicación 
en células latentemente infectadas, para posteriormente conducirlas a diferenciación 
terminal o apoptosis a través de la expresión de proteínas virales. De esta forma, si el 
TAR se emplea simultáneamente para prevenir la producción de nuevos viriones y se 
evita la infección de nuevas células, se podría disminuir el número células infectadas 
de forma latente, y se reduciría de forma progresiva el tamaño del reservorio [152–
154]. Otro beneficio importante de estas terapias sería acelerar la recuperación de un 
sistema inmune funcional en presencia de TAR.  
Un estudio de un solo brazo de 8 semanas de sevelamer, un agente de unión a fosfato 
que también puede unirse a lipopolisacárido (LPS), no logró reducir los marcadores de 
activación de las células T en 40 individuos infectados por VIH-1 naïve a TAR [155]. 
Recientemente se han publicado los resultados obtenidos del ensayo clínico aleatori-
zado con rifaxamina, un antibiótico no absorbible que pueden disminuir los niveles de 
LPS en pacientes con encefalopatía hepática [156]. El compuesto se suministró duran-
te 4 semanas a 43 pacientes con CV indetectable en TAR. En comparación con los 22 
pacientes controles naïve al TAR, había una diferencia muy pequeña en los marcado-
res de la activación de las células T, además se observó un impacto marginal en la ac-
tivación de linfocitos T CD8+.  
Por otra parte, la mesalamina, un derivado del ácido salicílico usado en la enfermedad 
inflamatoria intestinal, se ha probado en un ensayo clínico aleatorizado, cruzado y con-
trolado con placebo, en el que se incluyeron 33 pacientes infectados por VIH-1 en TAR 
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[157]. Los autores no encontraron diferencias significativas en los niveles de linfocitos 
T CD4+ activados, ni en los PBMCs ni en las biopsias rectales realizadas. 
En general, ninguna de las estrategias evaluadas hasta el momento ha mostrado re-
sultados concluyentes. Además, se han identificado nuevas dificultades, incluyendo la 
falta de potencia de los fármacos probados para activar el VIH-1 latente, la necesidad 
de estimular la citotoxicidad específica de los linfocitos T para eliminar eficazmente el 
reservorio viral latente después de la reactivación del virus y el grado de inflamación 
necesario para eliminar todas las células puede causar demasiados daños colaterales 
para el paciente [158]. 
 
 
Por tanto, han sido muchas las estrategias terapéuticas que se han probado para in-
tentar erradicar el reservorio celular, algunas con resultados in vitro esperanzadores, 
pero de momento ninguna ha demostrado su utilidad clínica.  
Quizá, un obstáculo importante en la investigación en el terreno de la erradica-
ción/curación del VIH-1 sea la falta de protocolos estandarizados y de validación de 
las técnicas de laboratorio empleadas. El método óptimo para probar la eficacia de 
cualquier estrategia de erradicación es realizar una interrupción "analítica" del TAR. La 
interrupción a largo plazo del TAR en pacientes con enfermedad moderadamente 
avanzada es, sin duda, arriesgada y no es recomendable [159]. Sin embargo, la inte-
rrupción a corto plazo con un seguimiento cuidadoso de la CV puede ser viable. La 
mayoría de los estudios actuales y futuros probablemente se centrarán en las medidas 
del rebote de la CV, pero todos tienen limitaciones prácticas. Muchos pacientes tienen 
muy bajos niveles plasmáticos de ARN del VIH-1 para poder detectar cambios signifi-
cativos, incluso usando técnicas muy sensibles. Los niveles de ADN proviral son más 
fácilmente detectables, pero gran parte del ADN intracelular es, probablemente, defec-
tuoso para la replicación viral y por lo tanto su cuantificación es difícil de interpretar 
[160,161]. Por otra parte, las técnicas de co-cultivo para cuantificar la cantidad de virus 
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con replicación viral competente son fácilmente interpretables, pero requieren de 
grandes volúmenes de sangre y son técnicamente difíciles y costosas. Por último, los 
estudios basados en biopsias de tejidos también son factibles, pero son caros, difíciles 
de realizar y la obtención de la muestra es cruenta y a veces complicada. 
 
 
5. Señalización a través de CCR5 y su influencia en la latencia del VIH-1  
La latencia viral parece estar relacionada con la activación intrínseca y las caracterís-
ticas evolutivas de los linfocitos T CD4+ más que con la presencia de genes virales 
que la promuevan. Por ello es importante diseccionar a nivel molecular las vías de 
señalización de los linfocitos que conducen al establecimiento, persistencia y reacti-
vación de la latencia, mediante el uso de agonistas que las estimulen [162]. 
La señalización mediante quimioquinas es diversa y redundante y a través de sus re-
ceptores acoplados a proteínas G activan diferentes cascadas intracelulares que 
conducen a distintos procesos, como son la migración, proliferación y diferenciación 
celular y la activación de la transcripción [163]. Los correceptores del VIH, CCR5 y 
CXCR4, no sólo permiten la entrada del virus sino que además son estimulados por 
la glicoproteína de superficie gp120 que da lugar a la activación de múltiples casca-
das de señalización intracelular [164,165], mimetizando las desencadenadas por sus 
ligandos naturales (RANTES, MIP-1α y MIP-1β para CCR5 y SDF-1 para CXCR4). A 
través de estas cascadas de señalización se activan factores de transcripción, como 
NF-κB, NFAT y AP-1, que pueden conducir a un aumento de la transcripción del virus 
latente (Figura 10). 
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Desde el descubrimiento de los correceptores del VIH-1 se ha intentado buscar un 
papel para la señalización intracelular en su patogenia [163]. Sin embargo, y a pesar 
de que se han realizado múltiples estudios, no hay resultados concluyentes y su 
aportación a la infección viral sigue siendo una cuestión pendiente. Una de las limita-
ciones de los estudios in vitro realizados para mediar la estimulación mediada por 
gp120 es que las dosis de glicoproteína usada no se sabe si se corresponden a las 
dosis alcanzadas fisiológicamente, ya que además de ser difíciles de medir, pueden 
ser muy altas en tejidos y muy bajas en plasma. Otra dificultad es que los efectos ob-
servados en las cascadas de señalización del CCR5 difieren mucho en función de las 
células que se usen para los ensayos in vitro y del estado de activación en que éstas 
se encuentren [163]. Dado que no existe un buen modelo de latencia de VIH-1 in vi-
tro, se han llevado a cabo estudios con PBMCs de voluntarios sanos que se exponen 
a envueltas virales o se infectan ex vivo [162,164,165]. 
Figura 10. Principales vías de señalización de CCR5 implicadas en la activación de la transcripción 
del VIH-1 (Adaptado de Ref. 94,163). 
Núcleo 
CCR5 
AP-1 NF-κB NFAT 
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El hecho de que el reservorio latente se establezca al comienzo de la infección donde 
en la gran mayoría de los casos el VIH-1 es CCR5-trópico, hace que el estudio de  la 
señalización a través de este correceptor sea una prioridad. 
Además de su posible papel en la patogenia del VIH-1, el conocimiento íntimo de las 
cascadas de señalización intracelulares de receptores de quimioquinas, y especial-
mente de aquellas que desembocan en la activación de la transcripción del provirus 
proporciona una posible diana terapéutica para fármacos antilatencia (Figura 11). 
 
 
 
 
 
 
 
5.1. Antagonista del correceptor CCR5: Maraviroc  
La entrada viral es el primer paso del ciclo de replicación del VIH-1 y por tanto repre-
senta una importante diana para la búsqueda de fármacos antirretrovirales. Concreta-
mente, los antagonistas de los receptores de quimiocinas inhiben el segundo paso del 
proceso de entrada del VIH-1 en la célula. En esta segunda etapa, ocurre la interac-
ción entre el virus y el correceptor celular (CCR5 y/o CXCR4) principalmente a través 
de la tercera región variable (V3) de gp120. Dicha interacción es imprescindible para 
que se complete el proceso de entrada viral. Los antagonistas del correceptor CCR5 
bloquean la unión de la región V3 de la envuelta viral de la glicoproteína gp120 del 
VIH-1 al correceptor CCR5, evitando el cambio conformacional necesario para la en-
trada del VIH-1 en los linfocitos T CD4+. Debido a su mecanismo de acción, los anta-
gonistas del correceptor CCR5 solo son activos frente a cepas de VIH-1 con tropismo 
Figura 11. Posible acción anti-latencia de las quimioquinas. (Adaptado de Ref. 79). 
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CCR5, es decir que utilicen exclusivamente este correceptor para su entrada en la cé-
lula, no siendo activos frente a las cepas de VIH-1 CXCR4-trópicas.  
Desde que se obtuvieron datos genéticos indicativos de que existían sujetos con resis-
tencia natural a la infección por VIH-1, el desarrollo del TAR basado en el antagonismo 
de CCR5 adquirió un especial interés [166,167]. La resistencia a la infección venía 
conferida por una deleción de 32 pares de bases en la región de codificación de 
CCR5, que provoca la resistencia natural en los homocigotos que no expresan CCR5 
en la superficie de la célula huésped o una progresión más lenta de la enfermedad en 
los que son heterocigotos y tienen reducido el número de receptores CCR5. Todo esto 
ha sugerido que el bloqueo de la función del CCR5 pudiera asociarse con beneficios 
en el control de la infección por VIH-1, sin efectos perjudiciales para el paciente. 
 
MVC es el primer antagonista del correceptor CCR5 que ha demostrado eficacia clíni-
ca, aprobado por la FDA (del inglés, Food and Drug Administration, bajo el nombre 
comercial de Selzentry®) y la EMA (del inglés, European Medicines Agency, bajo el 
nombre comercial de Celsentri®) para su uso en pacientes infectados por VIH-1 CCR5-
trópico. Debe determinarse el tropismo viral antes de incluir MVC en un régimen de 
TAR. Se trata de un inhibidor alostérico del correceptor CCR5, de administración oral, 
con potente actividad antiviral y constituye el primer fármaco para el tratamiento de la 
infección por VIH-1 cuya diana de acción no es viral, sino celular. MVC se une a la ca-
vidad transmembrana del receptor CCR5 entre los dominios 2, 3, 6 y 72 [168]. Dicha 
unión produce una serie de cambios conformacionales, especialmente en la región 
ECL2 (del inglés, extracelular loop 2), que impiden la interacción con la región V3 de 
gp120, inhibiendo así el proceso de entrada viral (Figura 12). 
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5.2. Efecto del MVC sobre la transcripción del VIH-1 
No se ha descartado plenamente la posibilidad de que MVC ejerza cierta actividad 
agonista parcial sobre el correceptor en linfocitos T CD4+ en reposo latentemente in-
fectados por el VIH-1 [169]. 
Nuestro grupo ha llevado a cabo un ensayo de intensificación con MVC (ensayo clíni-
co ERRADVIH-01, Eudra CT 2007-003995-21, NCT00795444, aprobado por el Comité 
Ético de Investigación Clínica (CEIC) del Hospital Universitario Ramón y Cajal y la 
Agencia Española de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS). Los pacientes 
llevaban un periodo prolongado en TAR supresivo (una mediana de 7 años), mantuvie-
ron siempre CV indetectable y tenían un recuento de linfocitos T  CD4+ basal elevado 
(mediana 711 células/mm3). El ensayo demostró que la adición de MVC al TAR de ba-
se que llevaban los pacientes seleccionados, aceleraba significativamente la caída del 
reservorio celular latente e incrementaba la viremia residual medida por la técnica ul-
trasensible, SCA (del inglés, Single Copy Assay) [109] tras 48 semanas de intensifica-
ción. Además, contrariamente a lo esperado, encontramos un aumento en el número 
Figura 12. Mecanismo de acción del maraviroc. (Adaptado de Ref. 231). 
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de pacientes con ADN episomal con 2-LTRs detectable (intermediario de la replicación 
viral), no siendo detectados basalmente en ninguno de los pacientes (Figura 13). 
 
 
 
Una posible explicación a este hallazgo inesperado es que MVC estuviera de alguna 
forma estimulando la replicación viral. Al unirse a CCR5, pudiera quedar cierta activi-
dad agonista residual que estimulara las cascadas de señalización intracelular dando 
lugar a la activación de los factores de transcripción como NF-κB, NFAT y AP-1. Estos 
factores de transcripción tienen sitios de unión en el LTR del VIH-1 y están implicados 
en la trascripción del VIH-1 integrado, de forma que su activación pudiera dar lugar a 
la transcripción del virus en células latentemente infectadas.  
La única actividad agonista residual descartada para MVC, requisito para su aproba-
ción por las agencias reguladoras, ha sido la ausencia de movilización de calcio, com-
probada cuando se documentó su actividad antirretroviral [169]. 
En este sentido, MVC podría actuar, además de como fármaco antirretroviral, como un 
fármaco antilatencia.  
 
 
 
Figura 13. Efecto de la intensificación con maraviroc en la viremia residual medida por SCA (límite 
de detección 0,3 copias de ARN de VIH-1/mL) y ADN episomal con 2-LTRs.  
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JUSTIFICACIÓN  
La existencia de un reservorio de células T CD4+ de memoria latentemente infectadas 
por VIH-1 se ha identificado como el principal obstáculo para la curación de la infec-
ción por VIH-1. Cualquier estrategia cuyo objetivo final sea la curación debe contem-
plar la eliminación de este reservorio. El método actualmente propuesto y aceptado 
como viable es la reactivación del virus latente sin acompañarse de activación celu-
lar. 
 
En este sentido, los esfuerzos de investigación se dirigen hacia la identificación de 
fármacos que logren reactivar al VIH-1 latente, actuando sobre alguno de los pasos 
que contribuyen a la latencia vírica (los llamados agentes reactivadores o anti-
latencia). Aunque existen múltiples propuestas de fármacos que potencialmente po-
drían tener esta acción, solo los inhibidores de las HDAC han mostrado esa actividad 
reactivadora in vivo, aunque su potencia parece ser baja. 
 
MVC es un antagonista del  receptor de quimioquinas CCR5, que es utilizado por el 
VIH-1 como correceptor para su entrada a la célula. Estudios previos de nuestro gru-
po muestran que cuando MVC se añade a un régimen antirretroviral supresivo, en un 
ensayo clínico de intensificación, acelera la caída del reservorio celular al tiempo que 
aumenta la viremia plasmática y el ADN episomal con 2-LTRs. Todo ello nos ha su-
gerido que MVC pudiera tener un efecto reactivador del VIH-1 latente, que se ejerce-
ría mediante la activación de una cascada intracelular puesta en marcha por su unión 
al correceptor y que acabaría en la transcripción del VIH-1.  
 
Para evitar las limitaciones de estudios previos y completar las conclusiones de los 
mismos, estos procesos de señalización se estudiarán en linfocitos T CD4+ en reposo 
pertenecientes al mismo paciente, dada la importancia del estado de activación, tanto 
en presencia como en ausencia de MVC. Para comprobar que el efecto es indepen-
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diente del tropismo del virus ya que no está mediado por él sino por el agonista ad-
ministrado, se hará en pacientes que porten virus CCR5 trópicos y no-CCR5 trópicos. 
 
Por todo ello, consideramos fundamental evaluar el efecto de la señalización desen-
cadenada por MVC a través de su unión al correceptor CCR5, dado que se trata de 
un fármaco antirretroviral ya aprobado y comercializado que posee un excelente perfil 
de seguridad [170]. 
 
HIPÓTESIS  
MVC es un agente reactivador del VIH-1 latente en células T CD4+ de memoria que 
implica la activación de uno o más factores de transcripción. 
 
OBJETIVOS 
El objetivo general de este trabajo se centra en dilucidar la capacidad de activación 
de las diferentes cascadas de señalización a través de CCR5 para revertir la latencia 
del VIH-1 en linfocitos T CD4+ en reposo, centrándonos en la activación de factores 
de transcripción críticos como AP-1, NFAT y NF-κB por consiguiente, una activación 
de la transcripción del VIH-1, que pudiera contribuir a purgar el reservorio celular la-
tente.  
Los objetivos específicos planteados en este trabajo son los siguientes: 
 
1. Determinar si el MVC produce la activación de factores de transcripción críticos 
que reviertan la latencia del VIH-1 
 
2. Determinar si el tratamiento con MVC en pacientes infectados por VIH-1 produ-
ce un aumento de la transcripción del virus latente.  
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1. Población a estudio  
Para la consecución de los objetivos de esta tesis, se han incluido 2 subgrupos de 
estudio:  
a. Pacientes VIH-1 naïve a TAR y con CV detectable. 
b. Pacientes VIH-1 en TAR y con CV indetectable. 
 
1.1. Pacientes con carga viral detectable: diseño del estudio TROPISMVC 
Se seleccionaron nueve de los 57 pacientes que habían participado en un ensa-
yo clínico en fase IIb, TROPISMVC (Eudra CT 2008-007208-28, NCT01060618), en el 
que recibieron monoterapia con MVC (300 mg cada 12 horas) durante diez días. To-
dos ellos estaban en seguimiento clínico en la Consulta Monográfica de VIH del Servi-
cio de Enfermedades Infecciosas del Hospital Universitario Ramón y Cajal (Madrid) y 
en el Servicio de Medicina Interna-Unidad VIH del Hospital Universitario La Paz (Ma-
drid). Se consideró criterio de inclusión individuos VIH-1 positivos que nunca habían 
sido expuestos a TAR (naïve), no tener criterios de inicio del mismo y presentar una 
CV plasmática detectable mediante técnicas ultrasensibles (>1.000 copias de ARN 
VIH-1/mL).  
El ensayo clínico fue aprobado tanto por el CEIC del Hospital Universitario Ramón y 
Cajal como por la AEMPS, y durante su realización se respetaron los principios de la 
declaración de Helsinki. Todos los pacientes incluidos en el estudio firmaron un con-
sentimiento informado.  Aunque el ensayo clínico fue diseñado para otro objetivo dis-
tinto a la erradicación del VIH-1, las muestras archivadas, proporcionaban un panel 
excelente para explorar el efecto del MVC sobre la señalización a través de CCR5, in-
dependientemente del tropismo del VIH-1 y el estado de activación de los linfocitos 
CD4+. 
Se escogieron nueve pacientes en los que se disponía de muestras adecuadamente 
conservadas para explorar el efecto del MVC en las cascadas de señalización de 
CCR5. Los nueve pacientes del estudio TROPISMVC se enumeraron como: 27, 28, 
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35, 39, 40, 46, 50, 56 y 57.  
Como se indica en la figura 14, se realizaron extracciones de sangre antes de iniciar el 
tratamiento (visita basal, día 0), a los diez días de tratamiento con MVC (día 10) y tras 
18 días de abandonar MVC (día 28). En la tabla 1 se detallan las intervenciones y de-
terminaciones realizadas a lo largo del estudio TROPISMVC. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Día Basal  (Día 0) Día 10 Día 28  
Consentimiento informado X   
Criterios de inclusión/exclusión X   
Determinación de tropismo viral  X X  
Historia Clínica X X X 
Test de embarazo (mujeres) X   
Determinaciones rutinarias de laboratorio1 X X X 
Determinación de la actividad de los factores de transcripción: AP-1, NFAT y 
NF-κB X X X 
Dispensación del fármaco X   
Toma del fármaco X X  
Evaluación de Posibles Efectos Adversos X X X 
    
1 Incluye la monitorización hematológica, bioquímica, inmunológica (recuento de CD4+) y virológica (CV) habituales. 
 
 
 
 
 
Tabla 1. Calendario del ensayo clínico TROPISMVC. 
Figura 14. Diseño del estudio TROPISMVC. 
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1.2. Pacientes con carga viral indetectable: diseño del estudio MARAVITRANS 
Se diseñó un ensayo clínico en fase II, unicéntrico y abierto (MARAVITRANS, Eudra 
CT: 2012-003215-66) realizado de acuerdo con los principios de la Declaración de 
Helsinki y aprobado por el CEIC del Hospital Universitario Ramón y Cajal y por la 
AEMPS. Tras firmar el consentimiento informado del ensayo clínico, los pacientes se-
leccionados recibieron durante 10 días MVC, añadido a la pauta antirretroviral que es-
taban recibiendo en el momento de entrar en el estudio (Figura 14). Se reclutaron diez 
pacientes con infección crónica por VIH-1 seguidos habitualmente en la Consulta Mo-
nográfica de VIH del Servicio de Enfermedades Infecciosas del Hospital Universitario 
Ramón y Cajal (Madrid) en TAR (al menos tres fármacos) durante al menos dos años 
y sin cambios previstos en el mismo durante el estudio. 
Todos presentaban un recuento basal de linfocitos T CD4+ superior a 350 células/mm3 
y una CV plasmática indetectable mediante técnicas ultrasensibles (<50 copias de 
ARN VIH-1/mL) durante al menos dos años.  
Se obtuvieron muestras de sangre en la visita basal, a las 24 horas de la toma del 
fármaco (día 1), a las 72 horas (día 3), a los 10 días de iniciar la toma de MVC (día 10) 
y tras 18 días de retirar el fármaco (día 28) (Figura 15). Se enumeraron los pacientes 
del 1 al 10. 
 
 
 
Figura 15. Diseño del estudio MARAVITRANS. 
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En la Tabla 2 se detallan las intervenciones y determinaciones realizadas a lo largo del 
estudio MARAVITRANS. 
 
Día Basal Día 1 Día 3 Día 10 Día 28  
Consentimiento informado X     
Criterios de inclusión/exclusión X     
Determinación de tropismo viral X     
Historia Clínica X X X X X 
Test de embarazo (mujeres) X    X 
Determinaciones rutinarias de laboratorio1 X   X X 
Determinación de la actividad de los factores 
de transcripción: AP-1, NFAT y NF-κB X X X X X 
Cuantificación del ARNm de VIH-1 no proce-
sado (ARNus) X X X X X 
Dispensación del fármaco X     
Toma del fármaco  X X X  
Evaluación de Posibles Efectos Adversos X X X X X 
    
1 Incluye la monitorización hematológica, bioquímica, inmunológica (recuento de CD4+) y virológica (CV) habituales. 
 
 
 
 
2. Ámbito del estudio 
El Hospital Universitario Ramón y Cajal es un centro hospitalario público de tercer nivel 
con 1.100 camas, dependiente de la Comunidad de Madrid, situado en la zona norte 
de Madrid. La consulta monográfica de VIH del Servicio de Enfermedades Infecciosas 
cuenta con aproximadamente 2.200 pacientes en seguimiento, de los cuales el 80% 
están recibiendo TAR. 
 
3. Período del estudio 
Tras la aprobación del primer ensayo clínico (TROPISMVC) por parte de la AEMPS en 
2009 y del segundo ensayo clínico (MARAVITRANS) en 2011, el estudio comenzó en 
Tabla 2. Calendario del ensayo clínico MARAVITRANS. 
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Septiembre de 2009 finalizando el periodo analizado en el presente trabajo de tesis en 
Diciembre de 2013. 
 
4. Extracción de sangre 
En cada una de las visitas de los estudios, se llevó a cabo una extracción mediante 
venopunción de 100 mL de sangre total en tubos de 10 mL con EDTA (ácido etilen-
diamino tetraacético, del inglés Ethylenediaminetetraacetic acid), como anticoagulante 
(BD Vacutainer® Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EEUU) a partir de la cual se 
procedió al aislamiento de las PBMCs. 
 
5. Obtención y conservación de  PBMCs y plasma 
A partir de las muestras de sangre extraídas de los pacientes reclutados, se procedió 
a la separación del plasma y de las PBMCs utilizando un gradiente de densidad con 
Ficoll-Hypaque (Comercial Rafer S.L., Zaragoza, España). Para cada muestra en cada 
punto temporal, el plasma se separó mediante centrifugación a 2.500 rpm durante 30 
minutos. Se realizaron alícuotas de 2 mL en criotubos que se preservaron a -70ºC con 
el fin de determinar la CV. Para la separación de PBMCs, se recogió la fracción inter-
media del gradiente y se lavó dos veces con tampón fosfato salino (PBS, del inglés 
Phosphate Saline Buffer) (Lonza, Verviers, Bélgica) mediante centrifugación a 1.500 
rpm durante 10 minutos. Por último, las células obtenidas se cuantificaron en cámara 
de Neubauer desechable (Incyto, Chungnam-do, Corea) y se resuspendieron en el 
tampón de purificación correspondiente para proceder posteriormente a la separación 
de las diferentes subpoblaciones celulares de interés.  
 
6. Determinación de carga viral durante el estudio 
La CV del VIH-1 de las muestras del estudio TROPISMVC se cuantificó utilizando la 
técnica comercial bDNA (branched DNA assay Versant 440, Siemens Medical Solu-
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tions, Barcelona, España) con un límite de detección inferior de 50 copias de ARN-
VIH/mL y cuyo rango lineal oscila de 50 a 75.000 copias de ARN-VIH-1/mL. 
En el caso de las muestras del estudio MARAVITRANS, la CV del VIH-1 se determinó 
cuantificando el ARN viral en plasma, utilizando la técnica comercial kPCR (Versant® 
HIV-1 RNA v1.0 Assay, Siemens Healthcare, Erlangen, Alemania) con un límite de de-
tección de 37 copias de ARN-VIH-1/mL. Esta determinación fue llevada a cabo en el 
Servicio de Microbiología del Hospital Universitario Ramón y Cajal. 
 
7. Determinación del tropismo del VIH-1  
En el caso de los pacientes del ensayo clínico TROPISMVC, la determinación del tro-
pismo viral se llevó a cabo mediante el ensayo fenotípico Trofile ESTA® realizado en 
Monogram Biosciences (San Francisco, CA, EEUU).  
En los pacientes pertenecientes al ensayo clínico MARAVITRANS, el tropismo viral fue 
determinado por el método genotípico basado en el análisis de la región V3 de la en-
vuelta del VIH-1 utilizando algoritmos de interpretación como geno2pheno [171] 
(http://coreceptor.bioinf.mpiinf.mpg.de) y PSSM [172] (http://indra.mullins.microbiol.wa-
shington.edu/webpssm/) y realizado en el laboratorio del Servicio de Enfermedades In-
fecciosas del Hospital Universitario Ramón y Cajal (Madrid). 
 
8. Purificación de las poblaciones celulares T CD4+ CD25- HLA-DR- y T 
CD4+ CD25+ HLA-DR+ mediante columnas magnéticas MACS® 
Los linfocitos T CD4+ se aislaron a partir de las PBMCs obtenidas mediante una sepa-
ración magnética llevada a cabo en dos pasos. Primero, se realizó una selección ne-
gativa para evitar la activación de los linfocitos T CD4+ obteniendo una fracción enri-
quecida en células T CD4+. Para este primer paso, inicialmente se empleó un cóctel de 
anticuerpos marcados con biotina carente de anti-CD4 que reconocen determinados 
antígenos de superficie (anti-CD8, -CD14, -CD16, -CD19, -CD36, -CD56, -CD123, -
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CD235a, anti-TCRγ/δ y anti-glicoporina A). A continuación, se realizó una segunda se-
paración magnética usando anticuerpos anti-biotina que nos permitieron obtener los 
linfocitos T CD4+. En el segundo y último paso mediante una selección magnética po-
sitiva en la que se emplearon anticuerpos anti-biotina específicos para marcadores de 
activación linfocitaria, se obtuvieron las poblaciones T CD4+ CD25- HLA-DR- (células T 
CD4+ en reposo) y T CD4+ CD25+ HLA-DR+ (células T CD4+ activadas). La pureza de 
la población se comprobó por citometría de flujo, siendo superior al 90%. Las células 
obtenidas se alicuotaron y almacenaron en forma de pellet seco a -80ºC para su pos-
terior uso. Solamente se usaron para los análisis posteriores, las células T CD4+ en 
reposo, ya que tal y como previamente se ha comentado, el estudio planteado en esta 
tesis se basa en ver el efecto de MVC en las cascadas de señalización de CCR5 en 
esta población celular. 
 
9. Determinación de la actividad de los factores de transcripción: AP-1, 
NFAT y NF-κB  
9.1. Obtención de extractos nucleares 
Los factores de transcripción estudiados en este trabajo cuando se activan se traslo-
can a núcleo. Así, se obtuvieron extractos nucleares de las células T CD4+ en reposo 
mediante el kit comercial Nuclear Extract Kit (Active Motif, Rixensart, Bélgica) siguien-
do las instrucciones del fabricante. Este kit comercial utiliza un tampón hipotónico y un 
detergente para romper la membrana nuclear, permitiendo la separación del contenido 
citoplasmático y nuclear. Es muy importante que la muestra sea mantenida en frío du-
rante todo el proceso, para evitar la activación. El pellet celular se resuspendió en 500 
µL de tampón hipotónico. A continuación, se transfirió la muestra a un nuevo tubo de 
1,5 mL y se incubó durante 15 minutos en hielo. Se añadieron 25 µL de detergente, se 
mezcló dos veces con vórtex durante 10 segundos y se centrifugó a 14.000 g durante 
30 segundos a 4ºC. El sobrenadante obtenido en este paso constituye la fracción cito-
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plasmática. El pellet obtenido se resuspendió en tampón de lisis, se mezcló con vórtex 
durante 10 segundos y se incubó 30 minutos en una noria a 4ºC. Seguidamente, se 
centrifugó a 14.000 g durante 30 minutos a 4ºC, recogiéndose el sobrenadante que 
contenía los extractos nucleares. La muestra se guardó a -80ºC hasta su utilización.  
 
9.2. Cuantificación de extractos nucleares 
En los extractos nucleares los valores de concentración de proteínas se midieron me-
diante el kit ProStainTM Protein Quantification (Active Motif), el cual ofrece una mayor 
sensibilidad y resistencia a muchos contaminantes en comparación con otros métodos 
de cuantificación tales como Bradford y BCA (ácido bicinconínico, del inglés Bicinconi-
nic Acid). Con ello se pudo conocer el valor de concentración de proteínas de la mues-
tra original. De cada una de las muestras, se usaron 2 µg de extracto nuclear para 
medir la actividad nuclear de los factores de transcripción. 
 
9.3. Determinación de la actividad nuclear de los factores de transcripción: AP-
1, NFAT y NF-κB  
El ADN proviral se transcribirá principalmente en linfocitos T CD4+ activados, aunque 
estas células únicamente sobreviven durante los primeros días de la infección debido 
al efecto citopático del virus. En los linfocitos T CD4+ en reposo puede producirse, por 
estímulos externos, la activación de los factores de transcripción del hospedador ne-
cesarios para la transcripción del VIH-1. Por este motivo, es razonable analizar el es-
tado de activación de estos factores tras la potencial activación farmacológica de 
CCR5 mediada por MVC, en los linfocitos T CD4+ en reposo. 
Históricamente, los métodos más usados para la identificación de los factores de 
transcripción eran ensayos de retardo en gel (en inglés EMSA, Electrophoretic Mobility 
Shift Assay), Western Blot y ensayos de transfección transitoria de genes reporters. En 
general, son técnicas complejas y de larga duración. En el caso del EMSA, además se 
requiere el manejo de radioactividad. Recientemente, se ha comercializado el kit Tran-
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sAM® para medir la activación de factores de transcripción, por unión de los factores 
proteicos a oligonucleótidos miméticos de sus sitios de unión al ADN, adsorbidos en 
placa de 96 pocillos, basado en el formato y fundamentos del ensayo ELISA (del in-
glés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Esta técnica es más rápida, permite ana-
lizar simultáneamente múltiples muestras y más segura que el EMSA al no tener que 
emplear radiactividad.  
La activación de unión al ADN de AP-1, NFAT y NF-κB fue medida usando los kits 
TransAM® AP-1 Family, TransAM® NFATc1 y TransAM® NF-κB p65 (Active Motif), res-
pectivamente, según las instrucciones del fabricante.  
El factor de transcripción de interés se une no a un anticuerpo, como en un ELISA clá-
sico, sino a un oligonucleótido de doble cadena que contiene el sitio consenso de 
unión para el factor nuclear a estudiar y mimetiza el proceso de unión del factor al 
ADN dentro de la célula, como se ilustra en la figura 16. 
Los oligonucleótidos específicos inmovilizados en placas de 96 pocillos que contenían 
una secuencia consenso bien para AP-1 (5’-TGAGTCA-3’), para NFAT (5´-AGGAAA-
3´) o bien para NF-κB (5’-GGGACTTTCC-3’) se incubaron con los extractos nucleares 
(2 µg) durante una hora a temperatura ambiente. El complejo formado por el factor de 
transcripción y el oligonucleótido inmovilizado se detectó con la ayuda de dos anti-
cuerpos. El primer anticuerpo (dilución 1:500 en el caso de AP-1 y NFAT, y 1:1000 en 
NF-κB)  se une al epítopo c-Jun de AP-1, NFATc1 de NFAT y la subunidad p65 del 
NF-κB, accesibles todos ellos sólo cuando el factor de transcripción en cuestión está 
activado y unido a su ADN diana. Después de una hora de incubación a temperatura 
ambiente sin agitación, se lava la placa 3 veces con 200 µL de tampón de lavado (in-
cluido en el kit). El segundo anticuerpo unido a una enzima peroxidasa permite la de-
tección del complejo mediante una reacción colorimétrica y determinación de absor-
bancia por espectrofotometría a 450 nm. Después de la incubación del anticuerpo una 
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hora a temperatura ambiente, se realizaron 4 lavados con 200 µL de tampón de lava-
do, para eliminar las uniones inespecíficas.  
 
 
Una vez obtenidas las medidas de absorbancia de cada muestra en cada punto tem-
poral, se corrigieron todos los valores de los triplicados restando la media geométrica 
del blanco de la reacción. Al tratarse de una técnica cualitativa para la detección de la 
activación del factor de transcripción a estudio, para tener una idea aproximada de la 
magnitud del incremento en la activación se obtuvo el fold change (FC) de la activa-
ción, es decir, veces de activación respecto a la muestra de la visita basal (en ausen-
cia de MVC). Para calcular el FC, se usó el resultado de la media geométrica de los 
triplicados respecto a la media geométrica de la visita basal. 
Figura 16. Diagrama de flujo del ensayo para medir la actividad de los factores de transcripción (Kit 
TransAM®, Active Motif). El factor de transcripción de interés se une a la secuencia consenso del nucleótido 
fijado en el pocillo La actividad del factor de transcripción se determina tras incubación con anticuerpos prima-
rio y secundario, de forma similar a un ELISA. 
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La activación de los tres factores de transcripción evaluados se consideró positiva si el 
FC era mayor o igual a 1,3.  
 
Para evaluar la especificidad del kit, se llevaron a cabo análisis de unión competitiva 
utilizando un oligonucleótido “salvaje” y un oligonucleótido “mutado”. Para ello, se in-
cluyeron los siguientes controles, que se procesaron exactamente igual que las mues-
tras: 
 
§ Control positivo no competido:  
− extracto nuclear de células K-562 tratadas con TPA (acetato de 13-
tetradecanoil-O-forbol, del inglés O-tetradecanoylphorbol-13-acetate) para AP-
1, 
− extracto nuclear de células Jurkat tratadas con PHA (fitohematoglutinina, del 
inglés Phitohemaglutinin) para NFAT,  
− extracto nuclear de células Jurkat tratadas con TPA y un ionóforo de calcio pa-
ra NF-κB. 
 
§ Control positivo competido: extracto nuclear de células Jurkat más el oligonu-
cleótido “salvaje”, que compite de manera dosis dependiente con el factor de 
transcripción a estudio presente en la muestra, actuando como un competidor 
por las subunidades del factor de transcripción y permitiendo así monitorizar la 
eficiencia del ensayo. 
 
§ Control positivo competido mutado: extracto nuclear de células Jurkat más el oli-
gonucleótido “mutado”, el cual no reconoce la secuencia consenso del oligonu-
cleótido inmovilizado y por tanto, no impedirá la unión a la placa del factor de 
transcripción a estudio presente en las muestras. 
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Todos los controles anteriormente descritos venían incluidos en el kit; además se 
añadieron controles negativos en los que se empleó tampón de lisis en vez de 
muestra. Esta determinación de la actividad nuclear de los tres factores de trans-
cripción se hizo por triplicado para cada muestra de cada paciente en cada punto 
de muestreo de los dos ensayos, al igual que los controles (positivos y negativo) 
que se incluyeron por triplicado. Todas las muestras de un mismo paciente se pro-
cesaron en la misma placa de 96 pocillos para evitar la variabilidad interensayo de 
la técnica. 
 
10. Extracción del ARN de PBMCs y PCR semicuantitativa en tiempo real 
de genes regulados por NF-κB 
10.1. Extracción del ARN total 
Para la realización de este tipo de extracción se utilizó el RNeasy Mini Kit® de Qiagen 
(Hilden, Alemania), basado en la capacidad de unión del ARN a una membrana de sí-
lice. En la extracción se llevaron a cabo distintos pasos, comenzando por la lisis del 
pellet celular mediante la adicción del tampón de lisis RLT (suministrado por el fabri-
cante), seguido de la homogeneización de las muestras de células T CD4+ en reposo a 
las que posteriormente se añadió etanol. Esta mezcla, mediante centrifugación, se hi-
zo pasar a través de una columna la cual posee una membrana de sílice a la que se 
une el ARN. A continuación, se eliminaron los contaminantes mediante un lavado con 
700 µL del tampón RW1 y dos lavados con 500 µL del tampón RPE, ambos facilitados 
por el fabricante. Finalmente, se separó el ARN de la membrana, siendo eluído en 40 
µL de agua libre de ARNasas. En la figura 17 se muestra el protocolo de extracción 
utilizado. Después de la extracción, se determinó la concentración y la pureza del ARN 
extraído con el espectrofotómetro Nanodrop® ND-2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, MA, EEUU). Las muestras de ARN fueron utilizadas en el mismo momento o 
se guardaron a -80 ºC para su posterior utilización.  
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El ARN obtenido se usó también para la cuantificación del ARNm de VIH-1 no proce-
sado (ARNus, del inglés unspliced).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
10.2. Retrotranscripción 
A partir del ARN extraído, tal y como se detalla en el apartado anterior, se realizó una 
retrotranscripción empleando la transcriptasa inversa SuperScript® III First-Strand 
Synthesis System for RT-PCR de Invitrogen® (Karlsruhe, Alemania) según el protocolo 
descrito y siguiendo las indicaciones del fabricante. Se partió de 100 ng de ARN total y 
se empleó un oligo (dT)12-18. El ADN resultante fue utilizado como molde de la reacción 
de PCR semicuantitativa (del inglés, Polymerase Chain Reaction) en tiempo real.  
 
 
 
 
 
Figura 17. Esquema de la extracción de ARN con el kit de el RNeasy Mini® (Qiagen). Es-
quema que muestra los pasos seguidos en el proceso de extracción del material genético em-
pleando columnas de sílice. 
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 - Finalmente, se añadió un tampón de elución que desprendió el ARN de 
la membrana mediante una centrifugación a 6000xg durante un minuto.  
 - El ARN obtenido se procesó inmediatamente para evitar que las 
RNAsas lo degradaran. El ARN restante, después de ser usado, se 
alm e ó  -80ºC.  
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
3.2.2. Transcripción inversa del ARN vírico.  
 
El ARN obtenido para poder ser amplificado y detectado por la reacción en 
cadena de la polimerasa, tiene que transformarse previamente en ADN 
complementario (ADNc).  
 
El procedimiento fue el siguiente: 
 
 - Se  mezclaron  10μl  del  ARN  extraído  (1ng- 5  μg),  1μl  de  una  mezcla  de  
dinucleótidos (dTTP, dATP, dCTP, dGTP; Geneamp® Applied Biosystems, 
USA)  a  una  concentración  de  10  mM  y  1  μl  del  cebador  3157N  (tabla  4)  
en un tubo de 0,2 ml de capacidad.  
 - Se colocó el tubo con la mezcla en el termociclador (GeneAmp® PCR 
System 2700, Perkin-Elmer Applied Biosystems, USA) y se incubó a 
 
 
Figura 42. Pasos seguidos en el proceso 
de extracción del material genético 
empleando columnas de silica-gel. 
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 - Finalmente, se añadió un tampón de elución que desprendió el ARN de 
la membrana mediante una centrifugación a 6000xg durante un minuto.  
 - El ARN obtenido se procesó inmediatamente para evitar que las 
RNAsas lo degradaran. El ARN restante, después de ser usado, se 
almacenó a -80ºC.  
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
3.2.2. Tr nscripción inversa del ARN vírico.  
 
El ARN obtenido para poder ser amplificado y detectado por la reacción en 
cadena de la polimerasa, tiene que transformarse previamente en ADN 
comp ementario (ADNc).  
 
El procedimiento fue el siguiente: 
 
 - Se  mezclaron  10μl  del  ARN  extraído  (1ng- 5  μg),  1μl  de  una  mezcla  de  
dinucleótidos (dTTP, dATP, dCTP, dGTP; Geneamp® Applied Biosystems, 
USA)  a  una  concentración  de  10  mM  y  1  μl  del  cebador  3157N  (tabla  4)  
en un tubo de 0,2 ml de capacidad.  
 - Se colocó el tubo con la mezcla en el termociclador (GeneAmp® PCR 
System 2700, Perkin-Elmer Applied Biosystems, USA) y se incubó a 
 
 
Figura 42. Pasos seguidos en el proceso 
de extracción del material genético 
empleando columnas de silica-gel. 
Unión ARN total 
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 - Finalmente, se añadió un tampón de elución que desprendió el ARN de 
la membrana mediante una centrifugación a 6000xg durante un minuto.  
 - El ARN obtenido se procesó inmediatamente para evitar que las 
RNAsas lo degradaran. El ARN restante, después de ser usado, se 
almacenó a -80ºC.  
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
3.2.2. Transcripción inversa del ARN vírico.  
 
El ARN obtenido para poder ser amplificado y detectado por la reacción en 
cadena de la polimerasa, tiene que transformarse previamente en ADN 
complementario (ADNc).  
 
El procedimiento fue el siguiente: 
 
 - Se  mezclaron  10μl  del  ARN  extraído  (1ng- 5  μg),  1μl  de  una  mezcla  de  
dinucleótidos (dTTP, dATP, dCTP, dGTP; Geneamp® Applied Biosystems, 
USA)  a  una  concentración  de  10  mM  y  1  μl  del  c bador  3157N  (tabla  4)  
en un tubo de 0,2 ml de capacidad.  
 - Se colocó el tubo con la mezcla en el termociclador (GeneAmp® PCR 
System 2700, Perkin-Elmer Applied Biosystems, USA) y se incubó a 
 
 
Figura 42. Pasos seguidos en el proceso 
de extracción del material genético 
empleando columnas de silica-gel. 
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10.3. PCR semicuantitativa en tiempo real de genes regulados por NF-κB 
Para la realización de la PCR cuantitativa se usó LightCycler® 480 SYBR Green I Mas-
ter (Roche Applied Science, Penzberg, Alemania). Se midió la expresión de distintos 
genes regulados por el NF-κB: IFN-γ, IL-6, IL-10 y TNF-α con un equipo LightCycler 
480® de PCR en tiempo real con un sistema de placas de 96 pocillos (Roche Applied 
Science).  
Para cuantificar los niveles de expresión de estos genes, se usaron cebadores especí-
ficos y sondas TaqMan de la Universal Probe Library (UPL®) (Universal Probe Library 
Assay Design Center, Roche Applied Science) marcadas con el fluorocromo FAM para 
la detección. Las reacciones de PCR se realizaron con 5 µL de ADNc, 4 µL de agua, 1 
µL de reacción Universal de PCR (8 pmol de cada cebador y 4 pmol de la sonda fluo-
rogénica) y 10 µL de mezcla de reacción comercial (LightCycler® 480 Probes Master, 
Roche Applied Science) en un volumen total de reacción de 20 µL. 
El programa empleado consistió en un ciclo de desnaturalización previo de 5 minutos 
a 95°C, 40 ciclos de amplificación con 10 segundos de desnaturalización a 95°C, 20 
segundos de hibridación a 60°C y 20 segundos de extensión a 72°C.  
La expresión de cada gen se normalizó con la señal para el gen constitutivo de Homo 
sapiens, β-actina (Roche Applied Science).  
Este programa también se empleó para calcular el número de ciclos necesarios para 
alcanzar el cycle threshold (Ct), es decir, el ciclo a partir del cual la fluorescencia (y por 
tanto, la cantidad de ADNc) aumenta de forma exponencial. 
En la Tabla 3 se describen los cebadores usados en la PCR a tiempo real, el número 
de sonda utilizada y la longitud del producto amplificado:  
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Cada muestra se analizó por triplicado para después calcular la media de los tres Ct 
obtenidos y hacer el cálculo de la expresión génica normalizada con el control endó-
geno (en nuestro caso, β-actina) y relativizada a la muestra calibradora (en nuestro 
caso, muestra de la visita basal de cada paciente) mediante la fórmula: 2-∆∆Ct. 
El valor ∆∆Ct muestra la diferencia entre el ∆Ct de la muestra en estudio (por ejemplo 
células T CD4+ en reposo durante el tratamiento con MVC, es decir, visita día 1, visita 
día 3, visita día 10 ó visita día 28) y el ∆Ct del calibrador (en nuestro caso, células T 
CD4+ en reposo de la visita basal). 
∆∆Ct = ∆Ct (muestra) – ∆Ct (calibrador) 
El promedio ∆Ct de las muestras se calcula normalizándolas frente al control endó-
geno (β-actina). Igualmente el ∆Ct del calibrador se calcula restándole al Ct del gen de 
interés (IFN-γ, IL-6, IL-10 ó TNF-α) el Ct del control endógeno (β-actina). 
∆Ct (muestra) = Ct gen interés (muestra) – Ct control endógeno (muestra) 
∆Ct (calibrador) = Ct gen interés (calibrador) – Ct control endógeno (calibrador) 
 
 
 
 
Gen Secuencia del cebador (5’ → 3’) Número de sonda UPL® 
Producto PCR 
(nt) 
β-Actina Directo: attggcaatgagcggttc 11 79 Reverso: cgtggatgccacaggact 
IFN-γ Directo: ggcattttgaagaattggaaag 21 112 Reverso: tttggatgctctggtcatctt 
IL-6 Directo: caggagcccagctatgaact 45 91 Reverso: gaaggcagcaggcaacac 
IL-10 Directo: gatgccttcagcagagtgaa 67 105 Reverso: gcaacccaggtaacccttaaa 
TNF-α Directo: cagcctcttctccttcctgat 29 123 Reverso: gccagagggctgattagaga 
Tabla 3. Parejas de cebadores utilizados en las reacciones de cuantificación y número 
de sonda utilizada perteneciente a la colección UPL® (Roche Applied Science). 
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11. Cuantificación del ARNm de VIH-1 no procesado (ARNus) 
La  retrotranscripción y la posterior amplificación por PCR semi-anidada nos permitió 
cuantificar la expresión del ARNm de VIH-1 no procesado (ARNus). Además de este 
ARNm, existen otros 2 tipos de ARNm del VIH-1, los cuales se dividen en tres catego-
rías según su tamaño (Figura 18): 
 
§ ARN no procesado (ARNus): este transcrito primario de 9 Kb puede ser ex-
presado para generar las proteínas gag y el precursor gag-pol, o puede ser 
incorporado en los viriones de modo que actúe como ARN genómico. 
 
§ ARN procesados incompletos: estos ARN pueden expresar las proteínas 
Env, Vif, Vpu, Vpr y la forma de Tat codificada por un único exón. Estos 
ARNm heterogéneos tienen una longitud de 4-5 Kb y conservan el segundo 
intrón del VIH. 
 
§ ARN completamente procesado: estos ARNm han procesado ambos intro-
nes del VIH y tienen el potencial de expresar Rev, Nef y la forma de Tat co-
dificada por dos exones. Estos ARNm heterogéneos no requieren la expre-
sión de la proteína Rev. 
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11.1. Retrotranscripción 
El ARN extraído, como se detalla en el apartado “Transcripción inversa”, fue retro-
transcrito con la transcriptasa inversa SuperScript® III First-Strand Synthesis System 
for RT-PCR de Invitrogen® (Karlsruhe) según el protocolo descrito. Se utilizaron 11,5 
µL de ARN extraído (<500 ng), oligo dT(12-18) [que se une a la cola poly(A) del ARN] y 
random hexamers (que se unen a lo largo de toda la extensión del ARN para evitar 
problemas de sobrerrepresentación, especialmente con los extremos 5’)	   (Promega, 
Madison, WI, EEUU). Se realizaron controles de reacciones sin transcriptasa inversa, 
Figura 18. Esquema de los distintos procesamientos del ARNm del VIH-1. Los ARNm del 
VIH-1 se dividen en tres categorías según su tamaño: ARNm no procesado (9 kb); ARNm 
completamente procesado (1,8 kb); y ARNm parcialmente procesado (4 kb). (Adaptado de Pa-
blo Ramdohr)  
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Integrado%
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donde este volumen se reemplazó por agua libre de nucleasas en la misma cantidad. 
El ADNc obtenido se almacenó a -20ºC hasta el momento del ensayo.  
 
11.2. PCR semi-anidada  
Se utilizó una PCR semi-anidada o también llamada seminested, que consiste en la 
realización de dos PCR consecutivas, en la que el producto amplificado de la primera 
reacción (cualitativa) sirve de molde para la segunda, en este caso, PCR cuantitativa y 
uno de los cebadores de la primera reacción se usa también en la segunda (Figura 
19). Este tipo de PCR aumenta la sensibilidad de la reacción. En la primera reacción 
de PCR cualitativa, se utilizaron 5 µL de ADNc y los siguientes cebadores [173]: 
• MH535: 5’-AACTAGGGAACCCACTGCTTAAG-3’ (cebador directo del 5’ LTR 
de VIH-1) 
• SL20: 5’- TCTCCTTCTAGCCTCCGCTAGTC-3’ (cebador reverso del gen es-
tructural gag de VIH-1) 
Tamaño del amplicón: 286 pb. 
Condiciones de PCR: 10 minutos a 95ºC, 15 ciclos de desnaturalización a 94ºC 
20 segundos, hibridación durante 40 segundos a 55ºC, finalizando la reacción 
con una extensión de 40 segundos a 72ºC. 
 
Para la segunda PCR (cuantitativa), la forma elegida de monitorización fue mediante la 
medida de la señal fluorescente del agente intercalante SYBR Green. En esta segun-
da ronda de PCR, se usaron los siguientes cebadores [173] (Figura 19): 
• SL19: 5’-TCTCTAGCAGTGGCGCCCGAACA-3’ (cebador directo del gen es-
tructural gag de VIH-1) 
• SL20: mismo cebador que en la primera ronda de PCR 
Tamaño del amplicón: 160 pb. 
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Condiciones de PCR: 10 minutos a 95ºC, 45 ciclos de desnaturalización a 94ºC 
20 segundos, hibridación durante 40 segundos a 55ºC, finalizando la reacción 
con una extensión de 40 segundos a 72ºC.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para poder cuantificar el ARNus, se realizó una curva estándar con diluciones de con-
centración conocida del plásmido SP5-NL4.3 que lleva incorporado un fragmento que 
incluye el extremo final del 5’LTR y el comienzo del gen gag de VIH-1. El tamaño del 
fragmento era de 287 pb. La Dra. Sharon Lewin de la Universidad Monash de Mel-
bourne (Australia) nos cedió el estándar con 4,4×1011 copias, y a partir de este están-
dar se realizaron por triplicado diluciones seriadas 1/10 hasta 1 copia.  
Por tanto, la mezcla de reacción se compuso de 10 µL de LightCycler 480 SYBR 
Green I Master (Roche Applied Science), 1 µL de cada cebador a una concentración 
de 20 µM; 6 µL de agua, y 2 µL de ADN obtenido en la primera ronda de PCR. De mo-
do que el volumen final de la mezcla de reacción fue 20 µL. La reacción se llevó a ca-
bo en formato placa de 96 pocillos en el equipo LightCycler 480®. Las placas se dise-
ñaron de forma que cada muestra contaba con tres réplicas y se incluyó un triplicado 
de control negativo sin ADN en cada una de las placas.  
Figura 19. Estrategia de PCR semi-anidada y localización de los cebadores para la cuan-
tificación del ARNus. 
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Mediante transformación logarítmica se obtuvo una recta patrón, en la cual se interpo-
laron todos los Cp (del inglés, crossing points), es decir, el ciclo en el que comienza a 
detectarse la fluorescencia en PCR a tiempo real, obtenidos con las muestras. 
Los resultados se expresaron como fold changes (FC) respecto a la muestra de la visi-
ta basal (en ausencia de MVC). Se consideró que el valor FC representa una sobreex-
presión del ARNus cuando el valor es mayor a 1 y una situación de “silencio” trans-
cripcional cuando el valor es menor de 1. 
 
12. Análisis estadísticos 
Todos los resultados obtenidos en muestras ensayadas por triplicado se expresaron 
como valores de la media ± el error estándar de la media. Se indica en cada caso, el 
tipo de media (geométrica o aritmética) utilizada. Para determinar la precisión de la 
técnica de cuantificación del ARNus se calculó el porcentaje de coeficiente de varia-
ción. 
Los cálculos estadísticos sobre los datos epidemiológicos recogidos y los datos analí-
ticos obtenidos se realizaron con el software GraphPad Prism para Windows versión 
5.0 (Graph Pad Software, Inc., La Jolla, CA, EEUU). Las variables cualitativas se ex-
presaron en porcentaje mientras que las variables cuantitativas se expresaron como 
media y desviación estándar o mediana y el correspondiente rango intercuartílico 
(RIC).  
El análisis estadístico utilizado para examinar las diferencias en la cinética de expre-
sión del ARNus fue el test de rangos con signos de Wilcoxon para muestras pareadas. 
Los valores p<0,05 se consideraron estadísticamente significativos 
Con objeto de averiguar si existe relación entre la activación de los factores de trans-
cripción (AP-1, NFAT y NF-κB) y la expresión del ARNus de VIH-1 se realizaron análi-
sis de modelos lineales mixtos. El nivel de significación estadística se estableció para 
una p < 0,05. El análisis de los datos se llevó a cabo utilizando el software GraphPad 
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Prism v5.0 y los paquetes estadísticos SPSS IBM versión 15.0 (SPSS, Inc., Chicago, 
IL, EEUU) y Stata versión 12.0 (StataCorp LP, College Station, Texas, EEUU). 
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1. Características de la población estudiada 
1.1. Pacientes con CV detectable: TROPISMVC 
Todos los pacientes eran hombres con una mediana de edad de 35 años (RIC, 33,0 a 
39,5). En cuanto a los datos analíticos, la mediana de CV fue de 16.624 copias de 
ARN-VIH-1/mL (4,2 log) (RIC, 8.076 a 26.482) y con una mediana de linfocitos CD4+ 
de 706 céls/mm3 (RIC, 557,8 a 734,9). El 66,7% de los pacientes presentaban tropis-
mo CCR5 y el 33,3% restante tropismo D/M. El paciente 27 que inicialmente tenía tro-
pismo CCR5, sufrió un cambio en el uso del correceptor a D/M tras los 10 días de mo-
noterapia con MVC. Las principales características basales de este grupo de pacientes 
estudiado se resumen en la Tabla 4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 4. Características basales de los pacientes con CV detectable (TROPISMVC) 
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1.2. Pacientes con CV indetectable: MARAVITRANS  
Se seleccionaron 10 pacientes que cumplían los criterios de inclusión del estudio, cu-
yas principales características basales se muestran en la Tabla 5. La mayoría de los 
individuos eran hombres (90%), de origen español, con una mediana de edad de 52 
años (RIC, 46,25 a 60,25). El 100% presentaba CV indetectable (<37 copias de ARN-
VIH-1/mL). La mediana de linfocitos CD4+ fue de 716 céls/mm3 (RIC, 393,6 a 908,1) y 
la mediana de duración del TAR al entrar en el estudio fue de 112 meses (RIC, 52,5 a 
159,3). En cuanto al TAR, siete pacientes estaban con un régimen basado en efavi-
renz (EFV) y el resto recibieron una pauta antirretroviral basada en un inhibidor de la 
proteasa potenciado (IP/r) en combinación con análogos de nucleósido/nucleótido. El 
50% de los pacientes presentaban un tropismo CCR5, el 20% tropismo D/M y en el 
resto de pacientes no fue posible determinar el tropismo.   
 
 
3TC: Lamivudina; ABC: Abacavir ; ATV: Atazanavir; ATV/r: Atazanavir potenciado con ritonavir; EFV: Efavirenz;  
FTC: Emtricitabina; TDF: Tenofovir. 
 
 
 
Tabla 5. Características basales de los pacientes con CV indetectable (MARAVITRANS).  
Resultados	  
 
  127 
2. Efecto del MVC sobre los principales factores de transcripción de VIH-1 
en linfocitos T CD4+ en reposo 
2.1. Pacientes con CV detectable (TROPISMVC)  
Analizamos la actividad de unión al ADN de los factores de transcripción AP-1, NFAT y 
NF-κB en células de pacientes naïve al TAR que recibieron 10 días de monoterapia 
con MVC. 
Se trata de un estudio piloto, en el que se disponía de muestras de archivo, pero el 
factor limitante era el número de células disponibles. Inicialmente se intentó poner a 
punto la determinación de los factores de transcripción mediante Western blot, pero la 
técnica no tenía la suficiente sensibilidad. Se optó entonces por usar el kit TransAM®, 
antes de agotar todas las células de archivo y por esta razón, se midió la actividad de 
unión al ADN de NFAT y NF-κB en todos los pacientes, mientras que el factor de 
transcripción AP-1, se midió sólo en pacientes en los que se disponía de muestra sufi-
ciente. Se priorizó la detección de NFAT y NF-κB por ser cruciales para la transcrip-
ción del VIH-1 
 
2.1.1. Activación de AP-1 
Se midió la activación del factor de transcripción AP-1 con la intención de investigar si 
puede ser activado por la unión de MVC a CCR5 en las células T CD4+ en reposo. En 
concreto, se analizó la participación de c-Jun, componente mayoritario del factor de 
transcripción, usando el kit TransAM® AP-1 (Active Motif). Sólo pudo determinarse la 
activación de AP-1 en cuatro de los nueve pacientes, debido a que en los restantes no 
se disponía de material suficiente para llevar a cabo este ensayo. En los extractos nu-
cleares de estas células T CD4+ en reposo de los pacientes virémicos no encontramos 
activación de los niveles de c-Jun, y por consiguiente, de AP-1. 
Como se muestra en la Tabla 6, en ninguno de los pacientes cuyas muestras fueron 
analizadas, se observó activación ni en presencia (día 10) ni en ausencia del fármaco 
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(día 28). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.1.2. Activación de NFAT 
A continuación, realizamos experimentos encaminados a determinar la activación de 
NFAT en los extractos nucleares obtenidos de linfocitos T CD4+ en reposo. En el caso 
de este factor de transcripción, encontramos en dos pacientes, uno con tropismo 
CCR5 y otro con tropismo D/M, un aumento en la activación respecto a la muestra ba-
sal del día 0. Además, tras la retirada del fármaco esta activación persistía en estos 
dos pacientes (Tabla 7). 
 
 
 
 
 
Paciente Tropismo 
Fold Change (FC) 
Día 10 
(+ MVC) 
Día 28 
(- MVC) 
27 CCR5 -1,8 -0,7 
28 CCR5 -3,3 -0,1 
29 CCR5 ND ND 
35 CCR5 ND ND 
39 CCR5 ND ND 
40 CCR5 ND ND 
50 D/M 0,5 0,5 
56 D/M -0,75 -23 
57 D/M ND ND 
Tabla 6. Activación del factor de transcripción AP-1 en linfocitos T CD4+ en reposo de 
pacientes con CV detectable y naïve al TAR. Resultados expresados en FC respecto a la 
visita basal (en ausencia de MVC). ND: No Determinado 
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2.1.3. Activación de NF-κB 
Se analizó también la activación del factor de transcripción NF-κB en los extractos nu-
cleares de linfocitos T CD4+ en reposo con la técnica TransAM® (Actif Motive), midien-
do la expresión de la subunidad p65. El dímero más abundante es el formado por las 
subunidades p50 y p65. Por ello, se escogió esta subunidad de NF-κB, p65, porque 
contiene un dominio de activación de la transcripción, no existente en la otra subuni-
dad, p50. Se observa cómo el factor NF-κB se activaba tras 10 días de MVC en seis 
de los nueve pacientes y se mantiene un aumento significativo a los 18 días tras la re-
tirada del fármaco, excepto en dos pacientes: en uno de éstos no se encontró activa-
ción en el día 28 (paciente 35), mientras que en el otro paciente disminuyó la activa-
ción en ausencia del fármaco (paciente 29), como se muestra en la Tabla 8. Respecto 
al tropismo, de los seis pacientes con activación a día 10, cuatro de ellos presentaban 
Paciente Tropismo 
Fold Change (FC) 
Día 10 
(+ MVC) 
Día 28 
(- MVC) 
27 CCR5 0,3 0,5 
28 CCR5 -2,1 -1,1 
29 CCR5 ND ND 
35 CCR5 0,9 0,6 
39 CCR5 2 3,9 
40 CCR5 0,6 0,7 
50 D/M 1,7 2,5 
56 D/M 0,3 0,5 
57 D/M 1 ND 
Tabla 7. Activación del factor de transcripción NFAT en linfocitos T CD4+ en reposo de 
pacientes con CV detectable y naïve al TAR. Resultados expresados en FC respecto a la 
visita basal (en ausencia de MVC). ND: No Determinado 
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un tropismo CCR5 y dos, tropismo D/M. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2. Pacientes con CV indetectable (MARAVITRANS) 
A continuación, con la intención de evaluar qué efectos producía el MVC en pacientes 
con CV indetectable y en TAR, se determinó primeramente la activación de AP-1, 
NFAT y NF-κB. Para ello se estudió la actividad de unión al ADN en los extractos nu-
cleares de linfocitos T CD4+ en reposo, midiendo la expresión de la subunidad accesi-
ble c-Jun de AP-1, de NFATc1 de NFAT y la subunidad p65 del NF-κB en la visita ba-
sal, a las 24 horas (día 1), a las 72 horas (día 3) y a los 10 días de iniciar la toma de 
MVC (día 10); y tras 18 días de retirar el fármaco (día 28). Del paciente 3 no se pudo 
analizar la muestra del día 1, debido a que no pudo acudir a la visita. 
 
 
Paciente Tropismo 
Fold Change (FC) 
Día 10 
(+ MVC) 
Día 28 
(- MVC) 
27 CCR5 7,6 10,4 
28 CCR5 4,6 5,3 
29 CCR5 17,6 10,1 
35 CCR5 4,6 1,2 
39 CCR5 0,4 0,7 
40 CCR5 0,4 0,4 
50 D/M 9,1 10,5 
56 D/M 0,2 1,2 
57 D/M 2,6 10,8 
Tabla 8. Activación del factor de transcripción NF-κB en linfocitos T CD4+ en reposo 
de pacientes con CV detectable y naïve al TAR. Resultados expresados en FC respecto a 
la visita basal (en ausencia de MVC). 
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2.2.1. Activación de AP-1 
Se examinó el estado de activación de este factor de transcripción en los linfocitos T 
CD4+ en reposo tras la activación farmacológica de CCR5, mediada por MVC. Usando 
el kit de Actif Motive con detección de c-Jun. 
Se observó un aumento en los niveles de activación de AP-1 a las 24h de tratamiento 
con MVC en tres de los nueve pacientes. En el día 3, dos de los tres pacientes mantu-
vieron la activación de AP-1 (FC ≥ 1,3); además el paciente 10 mostraba activación en 
AP-1. A día 10, el paciente 6 mantenía la activación de AP-1, junto con el paciente 1. 
Tras retirar el fármaco (día 28), se observó activación de AP-1 en dos pacientes; a su 
vez, los pacientes 1 y 6 continuaban mostrando dicha activación (Tabla 9). 
Estos resultados globales indican activación del factor AP-1 en presencia de MVC en 
células T CD4+ en reposo en alguna de las visitas del estudio, en cuatro de los cinco 
pacientes con tropismo CCR5 y en uno de los tres pacientes con tropismo indetermi-
nado. El paciente 6 con tropismo CCR5 fue el único en el que se observó activación 
de AP-1 en todos los puntos temporales del estudio. 
Paciente Tropismo 
Fold Change (FC) 
Día 1 
(+ MVC) 
Día 3 
(+ MVC) 
Día 10 
(+ MVC) 
Día 28 
(- MVC) 
1 CCR5 1,5 0,7 1,5 1,7 
2 CCR5 1,1 0,4 0,3 0,2 
3 ND ND -0,7 -0,1 -1,8 
4 CCR5 2,2 2,2 0,8 1,3 
5 D/M 1 0,5 0,4 0,1 
6 CCR5 2,2 2,5 2,4 4,1 
7 ND 1 0,3 0,5 3,9 
8 D/M 0,1 0 0 0,4 
9 ND 0,5 0,8 1,1 0,9 
10 CCR5 0,1 1,3 0,7 0,9 
 
Tabla 9. Activación del factor de transcripción AP-1 en pacientes con CV indetectable 
y en TAR. Resultados expresados en FC respecto a la visita basal (en ausencia de MVC). 
ND: No Determinado. 
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2.2.2. Activación de NFAT 
Se realizó el análisis de la activación de NFAT tanto en la visita basal, a las 24 horas 
(día 1), a las 72 horas (día 3), a los 10 días, de iniciar la toma de MVC (día 10) y tras 
18 días de retirar el fármaco (día 28). A las 24h de iniciar el tratamiento con MVC se 
observó activación de NFAT en los pacientes 8 y 9. El paciente 8, con tropismo D/M, 
mantuvo la activación durante todas las visitas del estudio, siendo mayor en el último 
día de la intensificación con MVC e inclusive una vez retirado el mismo, persiste dicha 
activación, aunque fue menor que a día 10. Mientras que en el paciente 9, durante los 
días 3 y 10 no se observó activación, pero en el día 28 se vuelve a detectar dicha acti-
vación de NFAT. En los pacientes 1 y 3 se encontró activación de NFAT una vez reti-
rado el MVC (día 28 del estudio). 
Como se indica en la Tabla 10, se detectó activación de NFAT en presencia de MVC 
en células T CD4+ en reposo en alguna de las visitas del estudio, en uno de los cinco 
pacientes con tropismo CCR5, en uno de los pacientes incluidos con tropismo D/M y 
en dos de los tres pacientes con tropismo indeterminado. El paciente 8 con tropismo 
D/M fue el que mayores valores de FC presentó a lo largo del estudio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Paciente Tropismo 
Fold Change (FC) 
Día 1 
(+ MVC) 
Día 3 
(+ MVC) 
Día 10 
(+ MVC) 
Día 28 
(- MVC) 
1 CCR5 0,04 0,1 1,1 1,5 
2 CCR5 0,21 0,7 0,75 0,6 
3 ND ND 0,9 0,8 1,3 
4 CCR5 0,3 0,8 0,42 1,21 
5 D/M -0,40 0,6 0,3 0 
6 CCR5 0,7 0,5 0,4 0,17 
7 ND 0,2 0,1 0,3 0,3 
8 D/M 2,9 5,03 12,9 2,6 
9 ND 1,4 0,26 0,96 1,4 
10 CCR5 1,05 0,38 -0,86 0,32 
Tabla 10. Activación del factor de transcripción NFAT en pacientes con CV indetecta-
ble y en TAR. Resultados expresados en FC respecto a la visita basal (en ausencia de 
MVC). ND: No Determinado 
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2.2.3. Activación de NF-κB 
Se determinó la unión de la subunidad p65 al ADN tanto en presencia de MVC como 
en ausencia del mismo se determinó en los extractos nucleares de los linfocitos T 
CD4+ en reposo mediante la técnica TransAM® (Actif Motive). Se observó como el fac-
tor NF-κB se activa tras 24 horas de la toma de MVC en dos de los pacientes, así co-
mo un incremento significativo a las 72 horas, donde se detectó activación en cinco 
pacientes. El último día de tratamiento con MVC (día 10), se observó activación de 
NF-κB en la mayoría de los pacientes (70%). Además 18 días después de la retirada 
de MVC (día 28), esta activación persistió en tres de los pacientes. 
De forma global, se observó activación de NF-κB en presencia de MVC en células T 
CD4+ en reposo en alguna de las visitas del estudio en nueve de los diez pacientes, en 
cuatro de los cinco pacientes con tropismo CCR5, en los dos pacientes incluidos con 
tropismo D/M y en dos de los tres pacientes con tropismo indeterminado. El paciente 5 
con tropismo D/M fue el que mayores valores de FC presentó a lo largo del estudio 
(Tabla 11). 
 
Paciente Tropismo 
Fold Change (FC) 
Día 1 
(+ MVC) 
Día 3 
(+ MVC) 
Día 10 
(+ MVC) 
Día 28 
(- MVC) 
1 CCR5 0,6 0,7 0,9 1,1 
2 CCR5 2,1 1,8 0,4 0,5 
3 ND ND 0,7 0,5 0,7 
4 CCR5 0,8 1 1,3 0,9 
5 D/M 13,7 5,3 3,5 20,1 
6 CCR5 1,2 1,4 4,3 2,4 
7 ND 0,7 1,2 1,8 1 
8 D/M 1 1,3 2,4 2,2 
9 ND 1 0,6 1,8 1 
10 CCR5 0,5 1,8 1,4 1,3 
 
Tabla 11. Activación del factor de transcripción NF-κB en pacientes con CV indetecta-
ble y en TAR. Resultados expresados en FC respecto a la visita basal (en ausencia de 
MVC). ND: No Determinado 
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No se estudió la expresión de los genes dianas regulados por los factores de trans-
cripción NFAT y AP-1 en ninguna de las visitas de los dos estudios, por no identificar-
se un patrón de activación constante de estos factores de transcripción, ni en pacien-
tes virémicos ni en aquellos con CV suprimida, solo señales aisladas sin asociación 
alguna.  
 
3. Efectos sobre los genes regulados por NF-κB 
Dado que se observó activación de NF-κB en la mayoría de los pacientes, se analizó 
la funcionalidad del factor de transcripción NF-κB activado en los linfocitos T CD4+ en 
reposo midiendo la activación transcripcional de algunos de sus genes diana mediante 
PCR semicuantitativa en tiempo real. Se eligieron 4 de los genes regulados por este 
factor de transcripción NF-κB: IFN-γ, IL-6, IL-10, TNF-α.  
 
3.1. Pacientes con CV detectable (TROPISMVC)  
Como se ha comentado previamente, unos de los factores limitantes de este grupo de 
pacientes fue la escasez de la muestra de la que disponíamos. Por esta razón, no se 
pudo analizar en todos los pacientes la expresión de aquellos genes regulados por el 
factor de transcripción NF-κB. 
Los resultados de los FC respecto a la visita basal obtenidos en la cuantificación del 
ARNm de los genes diana de NF-κB en linfocitos T CD4+ en reposo se muestran en la 
Tabla 12.  
En aquellos pacientes en los que se detectó activación de NF-κB a día 10 de trata-
miento, se observó también un aumento de expresión en algunos de los genes diana. 
Además, en los resultados a día 28, también objetivamos una sobreexpresión en algu-
nos de los genes donde se halló una mayor activación del factor de transcripción NF-
κB. Por consiguiente, los datos obtenidos en la expresión de los genes diana, están en 
consonancia con la activación observada en NF-κB. 
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Sólo en el paciente 27 observamos un aumento en la expresión del ARNm de los 4 
genes analizados, principalmente en el día 10 (en presencia de MVC). Además, este 
incremento persiste a día 28, 18 días después de la retirada del fármaco. Este resulta-
do es acorde con los resultados de activación de NF-κB presentados en el apartado 
anterior, donde se detectó la presencia de este factor de transcripción activado tanto 
en el día 10 como en el día 28. 
 
Paciente 
Fold Change (FC) 
IFN-γ  IL-6 IL-10 TNF-α  
Día 10 
(+MVC) 
Día 28 
(-MVC) 
Día 10 
(+MVC) 
Día 28 
(-MVC) 
Día 10 
(+MVC) 
Día 28 
(-MVC) 
Día 10 
(+MVC) 
Día 28 
(-MVC) 
27 226 164 21,4 5 221 103,8 41 195 
28 1,0 1,3 1 1 0,81 1 1,8 1,1 
29 ND ND ND ND ND ND ND ND 
35 0,5 2 0,2 4,2 0,9 3,1 0,5 1,0 
39 ND ND ND ND ND ND ND ND 
40 ND ND ND ND ND ND ND ND 
50 1 11,2 4,1 4,1 0,9 0,01 25,3 0,4 
56 ND ND ND ND ND ND ND ND 
57 ND ND 1 1 ND ND 446,7 38,8 
 
 
 
 
 
 
Tabla 12. Cuantificación del ARNm de genes diana de NF-κB mediante PCR a tiempo real en 
los linfocitos T CD4+ en reposo de los pacientes con CV detectable. Los resultados mostrados 
son expresados en FC respecto a la visita basal (ausencia de MVC). ND: No Determinado. 
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3.2. Pacientes con CV indetectable (MARAVITRANS) 
En la Tabla 13 se muestran los resultados obtenidos de la expresión génica de IFN-γ, 
IL-6, IL-10, TNF-α, expresados en FC, en la fase de intensificación con MVC (días 1, 3 
y 10) y en el periodo post-intensificación (día 28) en los pacientes con CV indetectable.  
En consonancia con los hallazgos descritos en la activación de la vía de NF-κB, se 
apreció un incremento en la transcripción del ARNm de algunos de sus genes diana, 
en aquellos pacientes donde se observó activación del mismo en algunas de las visi-
tas del estudio.  
En aquellos pacientes con una mayor activación de NF-κB, se observó unos resulta-
dos de FC elevados en la activación transcripcional de algunos de sus genes diana, 
como fue el caso de los pacientes 5, 7 y 8. Sin embargo, en el paciente 9, en el cual 
se obtuvo activación de NF-κB, no se detectó expresión de ninguno de los genes regu-
lados por el mismo en ninguno de los puntos temporales analizados. 
Como se ha comentado previamente, la expresión génica de la muestra de la visita del 
día 1 del paciente 3 no se pudo analizar, debido a la no disponibilidad de la misma. 
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Paciente 
Fold Change (FC) 
IFN-γ  IL-6 IL-10 TNF-α  
Día 1 
(+MVC) 
Día 3 
(+MVC) 
Día 10 
(+MVC) 
Día 28 
(-MVC) 
Día 1 
(+MVC) 
Día 3 
(+MVC) 
Día 10 
(+MVC) 
Día 28 
(-MVC) 
Día 1 
(+MVC) 
Día 3 
(+MVC) 
Día 10 
(+MVC) 
Día 28 
(-MVC) 
Día 1 
(+MVC) 
Día 3 
(+MVC) 
Día 10 
(+MVC) 
Día 28 
(-MVC) 
1 2,41 0,52 0,15 0,05 0,3 0,4 0,04 0,05 0,06 0,2 0,02 0,02 1,13 1,39 0,48 0,4 
2 0,94 5,81 1,76 0,31 2,2 5,7 1,5 0,4 0,39 3,86 0,83 0,11 2,11 3,73 1,16 0,72 
3 ND 1,36 0,13 1,37 ND	   3,3 0,4 1,8 ND 2,42 0,32 0,72 ND 0,96 0,2 2,06 
4 0,43 0,97 0,43 3,61 0,5 0,6 0,2 0,2 0,66 2,01 0,35 0,67 0,33 0,32 0,14 0,9 
5 116,34 10,31 0,96 35,45 14,04 10,9 0,2 45,9 36,89 9,63 0,29 43,39 34,1 7,91 2,16 34,28 
6 0,72 0,8 0,51 0,51 0,3 1,8 0,1 0,4 0,7 0,9 0,5 1,34 0,45 1,02 0,66 0,38 
7 0,76 3,31 4,64 0,75 0,2 2,3 4,03 0,4 2,09 41,53 28,18 2,8 0,14 0,45 1,11 0,11 
8 30,91 0,84 0,81 2,16 13,1 0,1 0,3 0,8 78,09 1,08 0,92 0,96 32,96 1,11 0,45 1,32 
9 0,1 0,07 0,07 0,04 0,03 0,04 0,07 0 0,06 0,01 0,04 0,01 0,04 0,01 0,03 0,01 
10 3,8 0,35 0,63 0,79 8,8 3,4 2,01 1,6 6,38 0,35 6,35 1,24 2,43 1,35 0,85 0,44 
Tabla 13. Cuantificación del ARNm de genes diana de NF-κB mediante PCR a tiempo real en los linfocitos T CD4+ en reposo de los pacientes con 
CV indetectable. Los resultados mostrados son expresados en FC frente a la basal (ausencia de MVC). ND: No Determinado. 
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4. Efectos sobre la transcripción de VIH-1 
El siguiente objetivo fue determinar si a través de la vía de señalización del factor de 
transcripción NF-κB, MVC podría estar actuando sobre la activación de la transcripción 
del VIH-1 en linfocitos T CD4+ en reposo. Para ello, llevamos a cabo experimentos de 
detección del ARNm de VIH-1 no procesado (ARNus) mediante PCR semicuantitativa 
a tiempo real, usando cebadores diseñados específicamente como se ha descrito en 
la sección 2.8 del apartado Materiales y Métodos.  
Para cuantificar el número de copias de ARNus, en primer lugar se calculó la media 
aritmética de los triplicados de los valores Cp de cada muestra analizada. Se realizó 
una curva estándar, con diluciones seriadas 1/10 del plásmido de concentración cono-
cida con el fragmento del gen gag de VIH-1 insertado. El rango de concentraciones uti-
lizado fue de 4,4×1011 hasta 1 copia de ARNus de VIH-1. El Cp es inversamente pro-
porcional al número de copias presentes en la muestra a estudio: a mayor concentra-
ción de este control, menor Cp medido.  
Por lo tanto, la determinación de la concentración de las muestras en función de su va-
lor de Cp se llevó a cabo interpolando el valor de Cp obtenido para cada muestra en la 
curva estándar. Por último, a partir del número de copias de ARNus por millón de lin-
focitos T CD4+ en reposo de cada muestra analizada, se calculó el FC respecto a la vi-
sita basal (en ausencia de MVC).  
 
4.1. Pacientes con CV detectable (TROPISMVC) 
Como se ha detallado anteriormente, no pudimos cuantificar el ARNus en ninguno de 
los pacientes con CV detectable debido a la no disponibilidad de muestras para tal fin. 
 
4.2. Pacientes con CV indetectable (MARAVITRANS) 
En los 10 pacientes incluidos, se pudo evaluar la cinética de expresión del ARNus en 
la visita basal, en los días 1, 3 y 10 de intensificación con MVC y después de la retira-
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da del mismo, día 28, a excepción de la visita del día 1 del paciente 3, que como se ha 
mencionado anteriormente no pudo acudir a la cita. Tras 24 horas de tratamiento con 
MVC (visita día 1) se detectó un incremento en la expresión de ARNus, de manera 
que el tratamiento parecía producir una regulación positiva de la transcripción del VIH-
1. A día 3 de tratamiento, este incremento se mantuvo aproximadamente al mismo ni-
vel que en el día 1. Como se puede observar en la figura 20, el tratamiento con MVC 
produjo un aumento gradual en el número de copias del ARNus por millón de linfocitos 
T CD4+ en reposo por día del estudio.  
Para estudiar el efecto de MVC sobre el ARNus por millón de linfocitos T CD4+ en re-
poso, se construyeron una serie de modelos lineales mixtos, en los que se consideró 
como efecto aleatorio a cada sujeto del estudio. A día 3, se observó un aumento de 
ARNus al límite de la significación estadística  (p=0,06), y un aumento estadísticamen-
te significativo en el día 28 (tras la retirada del MVC) (p=0,014), aunque no a las 24 ho-
ras de la toma del MVC (p= 0,318) ni a día 10 (p=0,3) (Figura 20). 
Figura 20. Expresión del ARNus en cada visita del estudio en los linfocitos T CD4+ en reposo de los 
pacientes con CV indetectable. Las columnas representan la media ± error estándar de la media de tres 
experimentos diferentes.  
El símbolo * indica que la diferencia en la expresión del ARNus fue estadísticamente significativa (p<0,05), 
mediante modelos lineales mixtos.  
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A continuación, se analizaron los datos relativos a la expresión del ARNus (medida 
como el número de copias por millón de linfocitos T CD4+ en reposo), comparando las 
3 condiciones experimentales:  
 
• pre- MVC, cuyos datos son los recogidos en la vista basal 
• MVC, en este caso, se agruparon todos los datos de las visitas durante la in-
tensificación con el fármaco, incluyéndose, por lo tanto, días 1, 3 y 10 del estu-
dio. 
• post-MVC, comprendiendo los datos obtenidos de la visita del día 28. 
 
Como se muestra en la figura 21, la intensificación con el antagonista de CCR5, MVC, 
resultó en un claro incremento en la expresión de ARNus. Igualmente, hay que desta-
car que tras la retirada del tratamiento con MVC, el incremento observado con respec-
to a la visita basal fue mayor que el observado a lo largo del tratamiento. Mediante 
modelos lineales mixtos, pudimos observar un aumento estadísticamente significativo 
del número de copias de ARNus por millón de linfocitos T CD4+ en reposo, entre la vi-
sita basal (ó pre-MVC) y la visita de post-intensificación (p= 0,014). Mientras que no 
existieron diferencias estadísticamente significativas al comparar la expresión de AR-
Nus durante el tratamiento con MVC (días 1, 3 y 10) con respecto a la de la visita ba-
sal (ó pre-MVC). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados	  
 
141  
 
Al igual que en el análisis de los factores de transcripción estudiados y en los genes 
dependientes de NF-κB, se calcularon los valores de expresión diferencial entre la visi-
ta basal (en ausencia de MVC) y cada una de las visitas del estudio.  
Se consideró que una muestra con un FC ≤ 1 se encontraba en una situación de “si-
lencio” transcripcional del VIH-1, mientras que un FC > 1 podría considerarse sobre-
expresión del ARNm no procesado de VIH-1.  
Además se calculó el coeficiente de variación para la técnica de cuantificación del nú-
mero de copias de ARNus por millón de linfocitos T CD4+ de reposo de 19,61%. Se 
considera que una técnica tiene una precisión aceptable cuando su coeficiente de va-
riación es menor del 20%.  
Los días 3 y 10 del estudio presentaron una mediana de FC de expresión de ARNus 
similar (2,3 y 2,3, respectivamente), siendo menor tras 24 horas de la toma de MVC 
Figura 21. Expresión del ARNus antes, durante y tras la intensificación de 10 días con MVC en los 
linfocitos T CD4+ en reposo de los pacientes con CV indetectable. Las columnas representan la media 
± error estándar de la media de tres experimentos diferentes. Las diferencias en la expresión del ARNus 
fueron estadísticamente significativas (* p<0,05) mediante modelos lineales mixtos. El procedimiento esta-
dístico utilizado para examinar la diferencia en muestras pareadas fue la prueba no paramétrica de Wilco-
xon. 
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(día 1) (1,46), y más elevada a día 28 (2,96). Al analizar todas las muestras, obtuvimos 
un valor máximo de mediana de FC de 8 (Figura 22). 
 
 
Nuestros resultados muestran que todos los pacientes en algún punto temporal del es-
tudio tuvieron una sobreexpresión de ARNus (FC > 1), como se observa en la figura 
23, aunque en algunos de ellos el FC está alrededor de 1. 
 
 
 
 
Figura 22. Mediana de FC de ARNus en cada punto temporal respecto a la visita basal y el valor 
máximo de FC. El área gris corresponde al período de tratamiento con MVC.
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Figura 23. Representación gráfica de los valores de FC en cada punto temporal respecto a la basal 
junto con el FC máximo de cada paciente.  
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4.2.1. Efectos sobre la transcripción de VIH-1 y su relación con la activación de 
NF-κB 
Todos los resultados descritos anteriormente nos llevaron a profundizar en el papel 
que juega MVC en la transcripción del VIH-1. Para ello estudiamos, en primer lugar, si 
existía alguna relación entre la activación del factor de transcripción NF-κB en linfoci-
tos T CD4+ de reposo y la transcripción de VIH-1, medida como número de copias de 
ARNus por millón de linfocitos T CD4+ de reposo.  
Al analizar la relación entre la activación de este factor transcripcional y el incremento 
del ARNus, como consecuencia de la replicación del virus latente, bajo el efecto de 10 
días de MVC, se observó que los pacientes con activación de NF-κB en más de dos 
puntos temporales mostraron mayores valores máximos de FC de ARNus que aque-
llos que no presentaron dicha activación o presentaban activación de NF-κB en un so-
lo punto temporal, los pacientes 1, 4 y 9  o en dos de ellos como el paciente 2 (Figura 
24). 
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Figura 24. Representación gráfica del valor máximo de FC de ARNus de cada paciente. En verde se 
muestran los pacientes con activación de NF-κB en más de dos puntos temporales del estudio. En rosa se 
representan aquellos pacientes sin activación de NF-κB o con activación de NF-κB en uno o dos puntos 
temporales. 
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A continuación, estudiamos la asociación entre la activación de NF-κB y el número de 
copias de ARNus por millón de linfocitos T CD4+ de reposo mediante la construcción 
de una serie de modelos lineales mixtos. Por consiguiente, se introdujo en el modelo 
un término de interacción entre la variable tiempo y la variable activación de NF-κB 
hasta el día 10. Se obtuvo una diferencia significativa en la pendiente entre ambos 
grupos (p=0,040), a pesar del bajo número de pacientes incluidos en el estudio (Figura 
25). 
 
 
 
 
 
Figura 25. Asociación entre la activación de NF-κB y la reactivación del VIH-1 latente tras diez días 
de intensificación con MVC. Cinéticas de los niveles de ARNus en respuesta a la intensificación con 
MVC de cada paciente en cada visita del estudio (en gris). La línea roja muestra la pendiente resultante de 
los niveles de ARNus en pacientes en los que se observó activación de NF-κB. La línea negra muestra la 
pendiente resultante de los niveles de ARNus en pacientes sin activación de NF-κB. Se observó una  dife-
rencia estadísticamente significativa (p=0,040) mediante modelos lineales mixtos. 
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Seguidamente, se hizo el mismo análisis tras la retirada del MVC (día 28). Los resulta-
dos mostraron una tendencia similar en el incremento del nivel de ARNus en pacientes 
con activación de NF-κB; éste no fue el caso en los pacientes sin activación de NF-κB. 
Sin embargo, a día 28, la diferencia entre ambas pendientes no alcanzó la significa-
ción estadística (Figura 26). 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Asociación entre la activación de NF-κB y la reactivación del VIH-1 latente tras 18 días 
de suspender la intensificación con MVC. Cinéticas de los niveles de ARNus en respuesta a la intensi-
ficación con MVC durante todas las visitas del estudio (en gris). La línea roja muestra la pendiente resul-
tante de los niveles de ARNus en pacientes en los que se observó activación de NF-κB. La línea negra 
muestra la pendiente resultante de los niveles de ARNus en pacientes sin activación de NF-κB. 
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4.2.2. Efectos sobre la transcripción de VIH-1 y su relación con la activación de 
AP-1 
Se estudió la relación entre la activación del factor de transcripción AP-1 en los linfoci-
tos T CD4+ de reposo y el incremento de la transcripción de VIH-1 (medido como nive-
les de expresión de ARNus) entre los días 1 y 28, respecto a la visita basal. En este 
caso, encontramos que  la activación de AP-1 no modifica los niveles de ARNus en 
ninguno de los días del estudio (Figuras 27 y 28). 
 
 
 
 
Figura 27. Asociación entre la activación de AP-1 y la reactivación del VIH-1 latente tras diez días 
de intensificación con MVC. Cinéticas de los niveles de ARNus en respuesta a la intensificación con 
MVC de cada paciente en cada visita del estudio (en gris). La línea roja muestra la pendiente resultante de 
los niveles de ARNus en pacientes en los que se observó activación de AP-1. La línea negra muestra la 
pendiente resultante de los niveles de ARNus en pacientes sin activación de AP-1.  
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Figura 28. Asociación entre la activación de AP-1 y la reactivación del VIH-1 latente tras 18 días de 
suspender la intensificación con MVC. Cinéticas de los niveles de ARNus en respuesta a la intensifica-
ción con MVC durante todas las visitas del estudio (en gris). La línea roja muestra la pendiente resultante 
de los niveles de ARNus en pacientes en los que se observó activación de AP-1. La línea negra muestra 
la pendiente resultante de los niveles de ARNus en pacientes sin activación de AP-1. 
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4.2.3. Efectos sobre la transcripción de VIH-1 y su relación con la activación de  
NFAT 
Por último, se quiso evaluar si la unión de MVC a su correceptor CCR5, activaba la vía 
del factor de transcripción NFAT y por consiguiente, se producía un aumento en la 
transcripción del VIH-1. Para ello se correlacionaron los valores de FC de activación 
de NFAT obtenidos con los resultados de FC de los niveles de ARNus, en cada punto 
temporal. Construyendo una serie de modelos lineales mixtos, no se encontró ninguna 
asociación entre la activación de NFAT y el aumento de los niveles de la transcripción 
del virus, en ningún punto temporal (Figuras 29 y 30). 
 
 
 
Figura 29. Asociación entre la activación de NFAT y la reactivación del VIH-1 latente tras diez días 
de intensificación con MVC. Cinéticas de los niveles de ARNus en respuesta a la intensificación con 
MVC de cada paciente en cada visita del estudio (en gris). La línea roja muestra la pendiente resultante de 
los niveles de ARNus en pacientes en los que se observó activación de NFAT. La línea negra muestra la 
pendiente resultante de los niveles de ARNus en pacientes sin activación de NFAT.  
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Figura 30. Asociación entre la activación de NFAT y la reactivación del VIH-1 latente tras 18 días de 
suspender la intensificación con MVC. Cinéticas de los niveles de ARNus en respuesta a la intensifica-
ción con MVC durante todas las visitas del estudio (en gris). La línea roja muestra la pendiente resultante 
de los niveles de ARNus en pacientes en los que se observó activación de NFAT. La línea negra muestra 
la pendiente resultante de los niveles de ARNus en pacientes sin activación de NFAT. 
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5. Efectos sobre la reactivación del VIH-1 latente  
5.1. Pacientes con CV detectable: TROPISMVC  
En este subgrupo de pacientes no se evaluó la CV por presentar viremia detectable 
basalmente, siendo uno de los criterios de inclusión del ensayo clínico.  
 
5.2. Pacientes con CV indetectable: MARAVITRANS  
La cuantificación de la CV se llevó a cabo usando la técnica comercial VERSANT® 
HIV-1 RNA 1.0 kPCR Assay (Siemens Healthcare). 
Los efectos de la activación de NF-κB sobre la transcripción de VIH-1 sugieren que 
MVC induce la expresión del ARNus del virus. Por este motivo quisimos evaluar si este 
aumento en la transcripción del virus latente, tras un periodo de intensificación de 10 
días con MVC, producía algún efecto en la CV plasmática del VIH-1. 
Al analizar los resultados de la CV, no se documentó ningún cambio en la misma, ya 
que los pacientes incluidos en este grupo mantuvieron su CV indetectable (< 37 co-
pias/mL) a lo largo de todo el estudio.  
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A pesar de los enormes avances conseguidos con el TAR, la infección por VIH-1 sigue 
siendo una enfermedad incurable. Durante los últimos años, la erradicación del virus, 
con la consiguiente curación de la enfermedad, se ha convertido en uno de los retos 
más importantes de la investigación biomédica en esta infección vírica.  
Desde hace ya varios años, la línea de investigación prioritaria de nuestro grupo se 
centra en estrategias encaminadas a estudiar los reservorios, la latencia y, de este 
modo, contribuir a la erradicación de VIH-1. Inicialmente, se llevó a cabo un ensayo 
clínico en el que se intensificó el TAR de base que llevaban los pacientes con el anta-
gonista del correceptor CCR5, MVC, durante 48 semanas. Los datos publicados de 
este estudio [109] indicaron que la intensificación con MVC reducía el tamaño del re-
servorio de células latentemente infectadas, medido por el método del co-cultivo, y por 
otra parte, incrementaba la viremia residual medida por SCA tras las 48 semanas de 
intensificación, pero sin cambios observados en la CV plasmática medida por los mé-
todos habituales, siendo indetectable durante todo el tratamiento de intensificación. De 
forma inesperada, se detectó la presencia de ADN episomal con 2-LTRs, intermediario 
de replicación del virus, en cinco de los nuevo pacientes a la semana 12 y en los nue-
ve pacientes en la semana 24 de intensificación con MVC. Como cabría esperar, en la 
muestra basal, no se detectaron estas estructuras circulares en ninguno de los pacien-
tes.  
Estas formas episómicas circulares se forman después de la síntesis completa del 
ADNc y la posterior translocación al núcleo celular, mediante un proceso de ligación 
directa, y suponen una vía muerta en la replicación viral, ya que sólo el ADNc lineal se 
integrará. Diversos autores han sugerido que estas formas episómicas circulares son 
productos lábiles por lo que su presencia en el núcleo celular sería un indicador de re-
plicación viral activa [174–176].  Por lo tanto, y según esta hipótesis, el ADN episomal 
con 2-LTRs debería estar ausente en pacientes con CV indetectable, mientras que 
debería ser fácilmente detectable en los sujetos con replicación viral activa. 
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Debido al mecanismo de acción de MVC, cabría esperar que se inhibiese la entrada 
de VIH-1 a su célula diana, y por consiguiente, se inhibiera la replicación viral. Es por 
ello, que en presencia de MVC, sería esperable no detectar las formas de ADN episo-
mal con 2-LTRs en PBMCs de los pacientes con CV indetectable.  
En base a estos resultados nos planteamos la hipótesis de si el aumento en los nive-
les de este marcador de replicación reciente sugería que el tratamiento con MVC en 
pacientes con CV indetectable y en TAR podría estar induciendo la replicación viral.  
Durante el desarrollo del fármaco a finales del 2005, se estudió la actividad antirretro-
viral de MVC in vitro [169]. En este estudio, se llevaron a cabo ensayos de competición 
de unión de sus ligandos naturales, las quimioquinas MIP-1α ó CCL3, MIP-1β ó CCL4 
y RANTES ó CCL5 a CCR5, análisis de la ruta de señalización intracelular de CCR5 
mediante la redistribución del calcio intracelular, y ensayos funcionales que permitían 
evaluar el efecto sobre la internalización del correceptor CCR5. Todos los ensayos de 
unión y de funcionalidad de CCR5 se hicieron en presencia de MVC. Los resultados 
experimentales obtenidos determinaron que la interacción de MVC con CCR5 inhibe la 
unión de las quimioquinas CCL3 (MIP-1α), CCL4 (MIP-1β) y CCL5 (RANTES), y no 
afecta a los niveles del correceptor de la superficie celular. Los autores no encontraron 
asociación con ninguna cascada de señalización intracelular, si bien, sólo estudiaron 
el estado de activación de la cascada de señalización de CCR5 mediada por la movili-
zación de calcio. Tampoco se encontró interferencia en los receptores de otras qui-
mioquinas CCR1, 2, 2b, 3, 4, 7, 8, CXCR1 y 2, ni de las citoquinas IL-2, IL-8 e IL-4. 
Por último, los autores confirmaron que MVC no inducía la internalización del CCR5, 
comportándose así como un inhibidor (antagonista funcional o agonista inverso) del 
receptor, y la afinidad del fármaco no se veía afectada significativamente por el incre-
mento en las concentraciones de quimioquinas, lo que también es consistente con la 
inhibición alostérica. En su conjunto, los datos aportados confirmaron su especificidad 
de unión y acción antagonista [169].  
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Sin embargo, los resultados obtenidos no permitieron concluir si MVC pudiera tener 
actividad agonista parcial residual, que reuniera el poder de bloquear la entrada del 
VIH-1 a la célula, al mismo tiempo que pudiera provocar una activación en las otras 
cascadas de señalización de CCR5, mediadas por NF-κB, NFAT y AP-1.  
En este trabajo, hemos estudiado si la unión de MVC al correceptor CCR5 en células T 
CD4+ en reposo podría activar los factores de transcripción (NF-κB, NFAT y AP-1), y 
por consiguiente, aumentar la activación transcripcional del virus latente.  
Asimismo, para comprobar que el efecto de reversión de la latencia a través de la se-
ñalización de CCR5 era independiente del tropismo del virus ya que no está mediado 
por él, sino por MVC, se estudió en linfocitos T CD4+ en reposo de pacientes con tro-
pismo tanto CCR5 como D/M. En estudios ex vivo realizados para medir la estimula-
ción de las cascadas de señalización intracelular mediada por la glicoproteína de su-
perficie viral gp120, capaz de estimular a los correceptores del VIH-1, CCR5 y CXCR4, 
se ha visto que la mayoría de los eventos de señalización celular tienen lugar inde-
pendientemente del tropismo pero con distinta intensidad [165]. Además indican un 
patrón diferencial en el resultado final de la señalización, por ejemplo, sobre la induc-
ción de diferentes factores de transcripción. 
Para poder estudiar el efecto de MVC en los factores de transcripción (NF-κB, NFAT y 
AP-1) es esencial que durante la purificación de células T CD4+ en reposo a partir de 
PBMCs se preserve cuidadosamente el estado de reposo. Para evitar la activación lin-
focitaria, el método de purificación consta de una primera selección negativa de los lin-
focitos T CD4+.  
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1. Efecto del MVC sobre los principales factores de transcripción de VIH-
1 en linfocitos T CD4+ en reposo 
Diversos autores han confirmado la existencia de un programa transcripcional en linfo-
citos T CD4+ en reposo acentuadamente distinto entre pacientes con CV detectable y 
aquellos con CV indetectable [82,177]. Estos estudios se han llevado a cabo con 
PBMCs de pacientes virémicos y avirémicos que son expuestos a envueltas virales.  
Además, se ha descrito que estas envueltas de VIH-1 inducen programas de trans-
cripción en PBMCs fuertemente influenciados por el tropismo del correceptor de la en-
vuelta a la que se haya expuesto. Tanto las envueltas CCR5 como CXCR4 inducen 
factores relevantes para la replicación viral, incluyendo la expresión de genes implica-
dos en factores de transcripción. Sin embargo, dentro de cada una de estas catego-
rías, las envueltas CCR5 y CXCR4 inducen diferentes subconjuntos de genes. Los 
genes inducidos por envueltas CCR5 pueden facilitar la replicación de virus en linfoci-
tos T CD4+ en reposo [165]. 
El sitio de iniciación de la transcripción del VIH-1 se encuentra en la región 5’ del LTR 
del ADN proviral. La expresión inicial a partir del LTR del VIH-1 es muy baja, incremen-
tándose significativamente gracias a la proteína viral Tat. Dentro del 5’ LTR, la región 
enhancer contiene una serie de elementos de unión de AP-1, de NFAT y de NF-κB. Se 
ha demostrado que el elemento esencial en la regulación de la inducción del LTR es 
NF-κB, siendo, por lo tanto, el principal factor celular implicado en la iniciación de la 
replicación del VIH-1 [178–180]. Se sabe que NFAT es crucial para la iniciación de la 
transcripción del LTR durante el proceso de activación de las células T [162], aunque 
en ausencia de NF-κB; y por otra parte, AP-1 parece ser dependiente de NF-κB y más 
relacionado con la elongación transcripcional. Varios autores sugieren que tanto NFAT 
como AP-1 juegan un papel en la transcripción del VIH-1, pero siempre cooperando 
con NF-κB activado [181,182]. 
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Además, diversos estudios han confirmado que la interacción de la proteína de la en-
vuelta viral, gp120, con los correceptores CCR5 y CXCR4, desencadena cascadas de 
señalización que activan factores de transcripción. Es importante destacar, que hasta 
la fecha no se ha estudiado el efecto de MVC sobre la activación de los factores de 
transcripción, lo que hace que este trabajo sea novedoso en este área. 
El inicio de la transcripción es inhibido en los linfocitos T CD4+ en reposo por la reten-
ción en el citoplasma de factores transcripcionales como NF-κB y NFAT [183]. Tenien-
do en cuenta este hecho, en los experimentos realizados en esta tesis sobre la activa-
ción de los tres factores de transcripción se han utilizado extractos nucleares de los lin-
focitos T CD4+ en reposo, ya que es en el núcleo donde una vez activados ejercen su 
función. La supresión de la activación de estos factores de transcripción es considera-
da uno de los principales mecanismos que contribuyen a mantener la latencia de VIH-
1.  
 
1.1. Efecto del MVC sobre la activación de AP-1 en linfocitos T CD4+ en reposo 
El factor de transcripción AP-1 es un complejo dimérico que comprende miembros de 
las familias de proteínas Jun y Fos, incluyendo c-Fos, FosB, Fra-1, Fra-2, c-Jun, JunB 
y JunD. Solamente las proteínas Jun pueden formar homodímeros transcripcionalmen-
te activos. AP-1 se activa por fosforilación mediada por determinadas quinasas que se 
translocan al núcleo e inducen la activación del mismo. Dicha fosforilación de AP-1 en 
respuesta a estímulos extracelulares es la modificación más común e implica una acti-
vación rápida e independiente de la síntesis de novo [184].  
En nuestro trabajo, se evaluó la activación de AP-1 midiendo los niveles de c-Jun fos-
forilado, uno de sus componentes mayoritarios. Los niveles de esta proteína, c-Jun, 
están bajos o ausentes en linfocitos T CD4+ en reposo [185–190].  
En los linfocitos T CD4+ en reposo del subgrupo de pacientes con CV detectable 
(TROPISMVC) no se detectó activación de AP-1 en los cuatro pacientes cuyas mues-
tras fueron analizadas. Los FC obtenidos en todos los casos eran menor que 1. 
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Respecto a pacientes con CV indetectable, en TAR intensificado con MVC (MARAVI-
TRANS), a partir de las 24 horas del inicio de la intensificación con MVC en células T 
CD4+ en reposo se encontró activación en tres de los 10 pacientes, todos con tropismo 
CCR5. En cada uno de los puntos temporales, se detectó activación de AP-1 en me-
nos del 50% de los pacientes incluidos, principalmente en aquellos con tropismo 
CCR5. El paciente 6, con tropismo CCR5, fue el único en el que se observó activación 
de AP-1 en todos los puntos temporales del estudio. De forma general, no se encontró 
un patrón de activación definido para este factor AP-1 y por ello se decidió no evaluar 
los genes regulados por éste. 
Además, en los pacientes con tropismo D/M no se observó activación en ningún punto 
temporal, a diferencia de los pacientes con virus CCR5-trópicos. Estos resultados ob-
tenidos en los pacientes con CV indetectable pueden ser debidos a que MVC no active 
AP-1 o bien a los bajos niveles de activación de AP-1 que se encuentran en los linfoci-
tos T CD4+ en reposo [185–190]. Para esclarecer este hecho, sería necesario diseñar 
estudios futuros con ensayos de reporteros de luciferasa en células T CD4+ que so-
breexpresen CCR5 en presencia de MVC y por otro lado, llevar a cabo un tratamiento 
de linfocitos T CD4+ con estimuladores clásicos de AP-1 como altas concentraciones 
de suero después de una deprivación, éster de forbol (PMA) o estrés oxidativo. 
Teniendo en cuenta los datos conjuntos de los dos subgrupos de pacientes, no se ob-
servó de forma constante que MVC sea capaz de inducir la activación de AP-1. 
 
1.2. Efecto del MVC sobre la activación de NFAT en linfocitos T CD4+ en reposo 
NFAT en su estado inactivo se encuentra altamente fosforilado en el citoplasma de lin-
focitos T CD4+ en reposo. De los cinco miembros que integran la familia del factor de 
transcripción NFAT, cuatro de ellos, incluyendo NFATc1 (también conocido como 
NFAT2), se expresan en el citoplasma de células en reposo [191]. La translocación al 
núcleo, el aumento de afinidad para unirse al ADN y la inducción de la actividad trans-
cripcional de NFAT están regulados por su desfosforilación.  
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En un estudio del efecto de gp120 recombinante de envueltas CCR5-trópicas y 
CXCR4-trópicas sobre sus receptores utilizando microarrays de ADN de alta densidad, 
se observó un aumento en la expresión de un número de genes que conducen a la re-
plicación del VIH-1, entre estos genes destacaba la expresión de la proteína NFAT en 
linfocitos T CD4+ en reposo, principalmente el componente NFATc1[192]. Posterior-
mente, estos autores, encontraron que la gp120 de virus CCR5-trópicos es capaz de 
activar y translocar al núcleo el factor de transcripción NFAT en  linfocitos T CD4+ en 
reposo [164]. Además vieron que la proteína gp120 de virus CXCR4-trópicos también 
podía inducir la activación y translocación nuclear de NFAT [164]. Aunque no se sabe 
si la proteína gp120 de virus con ambos tropismos activa NFAT con la misma intensi-
dad. 
En el presente trabajo, la unión de NFAT al ADN se midió mediante la evaluación de la 
activación de NFATc1. En el grupo de pacientes con CV detectable, tras los 10 días de 
monoterapia con MVC (TROPISMVC) se observó un aumento en la activación respec-
to a la muestra basal en dos pacientes (con tropismo CCR5 y tropismo D/M, respecti-
vamente) de los diez estudiados, persistiendo tras la retirada del fármaco (día 28).  
En el caso de los pacientes con CV indetectable y en TAR intensificado con MVC 
(MARAVITRANS), se detectó activación de NFAT en presencia de MVC en células T 
CD4+ en reposo en cuatro de los pacientes, principalmente una vez retirado el fármaco 
(día 28). Fueron especialmente llamativos, los datos de activación de NFAT del pa-
ciente 8, en el cual a partir del día 1 de intensificación con MVC, el FC fue aproxima-
damente de 3. El máximo FC observado fue a los 10 días de la intensificación con 
MVC, ya que a día 28, el valor de FC fue similar al del día 1. Tras la revisión de la his-
toria clínica de dicho paciente, se pensó que los resultados obtenidos pudieron deber-
se a que el paciente presentó sangrado digestivo durante todas las visitas del ensayo 
clínico. Este tipo de alteración a nivel gastrointestinal puede ir acompañada de activa-
ción de linfocitos T CD4+, lo cual podría estar contribuyendo a la activación de NFAT, y 
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por tanto podría justificar los resultados observados, ya que se ha descrito activación 
aberrante de NFAT en casos de colitis ulcerosa [193]. 
Cicala et al. también efectuaron experimentos de estimulación de gp120 de virus tanto 
CCR5 como CXCR4-trópicos en linfocitos T CD4+ en reposo, en los que realizaron un 
tratamiento con ligandos naturales de CCR5 (MIP-1β) y CXCR4 (SDF-1), con el fin de 
simular la estimulación de ambos receptores [164]. Se observó una mínima o ninguna 
activación de NFAT cuando las células se trataron con SDF-1 o MIP-1β, respectiva-
mente. Finalmente, demostraron que la activación de NFAT mediada por gp120 de-
pendía del correceptor implicado. Para ello usaron inhibidores específicos de ambos 
correceptores (TAK779 y AMD3100, para CCR5 y CXCR4 respectivamente) [194,195]. 
Ambos inhibieron fuertemente la activación de NFAT mediada por gp120, demostran-
do que la unión de CD4 a gp120 no es suficiente para inducir la activación de NFAT.  
 
Se decidió no evaluar los genes regulados por NFAT, asumiendo que la activación del 
factor de transcripción observada en algunos pacientes no se podía asociar al efecto 
de MVC, pudiendo deberse al estado de activación basal que presenta NFAT en las 
células en reposo [164]. 
El hecho de no detectar un patrón de activación de NFAT constante en todos los pa-
cientes concuerda con la ausencia de actividad agonista parcial residual mediante mo-
vilización de calcio descartada cuando se determinó la actividad antirretroviral de MVC 
[169], ya que NFAT está implicado en la movilización de calcio. 
Por lo tanto, tomando los datos de ambos subgrupos de pacientes (con CV detectable 
y con CV indetectable), no se consideró relevante la activación de NFAT debido al 
efecto de MVC tras su unión al CCR5. Esta activación del factor de transcripción que 
se encontró de forma puntual en algunos pacientes posiblemente no se deba al trata-
miento con MVC. 
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1.3. Efecto del MVC sobre la activación de NF-κB en linfocitos T CD4+ en reposo 
El factor de transcripción NF-κB se encuentra retenido en el citoplasma de los linfocitos T 
CD4+ en reposo por la proteína inhibidora κB (IκB, del inglés inhibitory protein κB). Exis-
ten varios tipos de IκB, siendo IκB-α e IκB-β dos de las más estudiadas en linfocitos T 
CD4+ en condiciones de reposo. Estas dos isoformas de IκB se encuentran unidas a 
NF-κB, previniendo de esta forma el desplazamiento del mismo al núcleo [196]. La ac-
tivación de linfocitos T CD4+ ocasiona la degradación de IκB por un proceso combinado 
de fosforilación, ubiquitinación y proteólisis, como consecuencia del cual se producen la 
translocación nuclear de NF-κB y su activación [197,198].  
Mediante ensayos in vitro, se conoce que en linfocitos T CD4+ en reposo existe una activi-
dad basal residual de NF-κB, capaz de inducir la transactivación del LTR del VIH-1 y una 
replicación viral a bajo nivel, y que puede ser inhibida por la sobreexpresión de IκB-
α [199].  
Para demostrar la activación de NF-κB, se midió la unión de la subunidad p65 al ADN. Es-
ta subunidad junto con la subunidad p50, forman uno de los heterodímeros más común-
mente encontrados en la vía de señalización de NF-κB, aunque es p65 la subunidad res-
ponsable de la mayor parte de actividad transcripcional correspondiente a dicho factor. 
Durante los procesos de activación celular el heterodímero p65/p50 se transloca desde el 
citoplasma celular al núcleo. 
En cuanto a la activación de NF-κB en pacientes con CV detectable (TROPISMVC), se 
detectó a los 10 días de la monoterapia con MVC en cuatro de los seis pacientes con tro-
pismo CCR5 y en dos de los tres pacientes con tropismo D/M. Además los valores de FC 
obtenidos fueron elevados, con un FC de media de 5,2. En la ultima visita del estudio, tras 
18 días en ausencia de MVC, se seguía detectando activación del factor de transcripción, 
cuyo FC de media fue 5,6.  
Datos similares fueron hallados en los pacientes con CV indetectable (MARAVITRANS). 
En este grupo, al día siguiente del inicio de la intensificación con MVC, se observó activa-
Discusión	  
 
 166 
ción de NF-κB. Al igual, que en los pacientes con CV detectable, fue a los 10 días de inicio 
del tratamiento con MVC cuando se observó una activación en el 70% de los pacientes 
con CV indetectable. De la misma forma, que se vio en los pacientes con CV indetectable, 
en algunos pacientes con CV detectable persistió la activación de NF-κB tras la retirada 
del fármaco (día 28).  
Los datos conjuntos de los dos subgrupos de pacientes muestran que la activación del 
factor de transcripción de NF-κB presenta un pico máximo de inducción a los 10 días del 
tratamiento con MVC, ya sea en monoterapia o como fármaco intensificador. 
En presencia de MVC se observa un patrón consistente de activación del factor de trans-
cripción NF-κB, a diferencia de lo observado en los otros factores de transcripción estu-
diados. Además este efecto activador de MVC sobre NF-κB es independiente del tropismo 
del virus, ya que se observa tanto en pacientes con tropismo CCR5 como con tropismo 
D/M. 
 
Se considera que NF-κB es el principal factor implicado en la replicación del VIH-1 [178–
180,200–202]. Con el fin de inducir la activación transcripcional de NF-κB en líneas celula-
res T y en modelos celulares de latencia basados en células primarias T CD4+ se han pro-
bado distintos estímulos, tales como PMA, prostratina y TNF-α. Todos ellos convergen en 
la vía de este factor transcripcional [180,203], considerándose NF-κB, un estímulo necesa-
rio y suficiente para la reactivación del VIH-1 latente. Sin embargo, algunos autores cues-
tionan que NF-κB sea el principal factor de transcripción que induce el inicio de la trans-
cripción del LTR en los linfocitos T CD4+ en reposo [162,204]. 
En un estudio reciente, no se encontraron pruebas concluyentes de que NFAT contri-
buya a la activación transcripcional del VIH-1 latente en un modelo de células T CD4+ 
latentemente infectadas [205]. A pesar de ello, ciertos autores sugieren que suponien-
do concentraciones celulares iguales de NFAT y del heterodímero p50/p65 de NF-κB 
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en células T CD4+ en reposo con infección latente, NFAT competiría deficientemente 
con p50/p65 para la unión al LTR del VIH-1 [205,206]. 
Nuestros resultados sugieren que la unión de MVC al correceptor CCR5 podría estar in-
duciendo la activación transcripcional de NF-κB. Por el contrario, y tal como se ha detalla-
do anteriormente, no se observó efecto del MVC sobre la activación de los otros dos facto-
res de transcripción estudiados en este trabajo (AP-1 y NFAT). 
 
1.3.1. Efectos sobre los genes regulados por NF-κB 
El aumento en la actividad transcripcional de NF-κB dependiente de la unión de MVC 
al correceptor CCR5, debería ir acompañado de efectos a nivel celular, lo que llevó a 
determinar su funcionalidad en los linfocitos T CD4+ en condiciones de reposo para 
comprobarlo. Para ello, se determinó la activación de la expresión de IFN-γ, IL-6, IL-
10, TNF-α mediante PCR semicuantitativa en tiempo real. 
En pacientes con CV detectable (TROPISMVC) y pacientes con CV indetectable (MARA-
VITRANS) se observó que en aquellos con activación de NF-κB, se observaba un au-
mento de la expresión génica de algunos de los genes dependientes del mismo. 
Sorprendentemente en uno de los pacientes con CV detectable y cuya activación de 
NF-κB fue detectada en el día 10 en los extractos nucleares de los linfocitos T CD4+ 
en reposo (paciente 9), no se encontró aumento de la expresión de los genes diana de 
NF-κB en ninguno de los puntos temporales del estudio, incluido el día 10 en el cual se 
encontró activación de NF-κB. Este hecho puede explicarse en base a la presencia o 
ausencia de coactivadores necesarios para la transcripción de genes diana de NF-
κB. En este trabajo, se midió la unión de la subunidad p65 al ADN para demostrar la 
activación de NF-κB. Dicha subunidad se une a coactivadores con actividad catalítica 
histona acetiltransferasa (HAT) como p300, p300/CBP y PCAF (factor asociado a 
p300/CBP) [207–209], favoreciendo el acceso al promotor de proteínas reguladoras 
necesarias para la estimulación del inicio de la transcripción [210–212]. La técnica 
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TransAM® (Active Motif) empleada permite estimar la unión al factor de transcripción a 
estudio, y por lo tanto la activación del mismo, pero no es capaz de detectar la presen-
cia del coactivador, necesario para la transcripción. Se ha descrito la presencia de ba-
jos niveles de coactivadores en células en reposo, como los linfocitos T CD4+ de me-
moria. La ausencia de coactivadores podría determinarse mediante ensayos de repor-
teros de luciferasa con los promotores de los genes diana de NF-κB en estas células. 
 
Por consiguiente, los resultados obtenidos en la activación transcripcional de los ge-
nes diana de NF-κB, están en consonancia con la activación observada en NF-κB, 
confirmando que el tratamiento con MVC promueve la activación y la funcionalidad 
NF-κB en linfocitos T CD4+ en reposo. 
 
 
 
2. Efectos sobre la transcripción de VIH-1 
La cuantificación del número de copias de ARNus ha sido propuesta como un marca-
dor de células con capacidad para producir nuevos viriones, y por lo tanto, transcrip-
cionalmente activas [160,213,214]. Es por lo tanto, una técnica que permite cuantificar 
cualquier incremento de la transcripción de VIH-1 en los estudios de reactivación de la 
latencia [161]. 
En un trabajo reciente de Pasternak et. al [214], se sugiere como candidato promete-
dor, la cuantificación del número de copias de ARNus, el cual puede ser utilizado en el 
seguimiento de la respuesta virológica al TAR, así como en las estrategias terapéuti-
cas o inmunitarias que puedan eliminar de una forma segura la infección latente en 
pacientes en TAR. Sin embargo, al igual que ocurre en las otras técnicas de medición 
de viremia residual (detección del ADN episomal con 2-LTRs, cuantificación del ADN 
proviral, entre otras), es necesario una estandarización, de todas ellas [173,215].  
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La medición de la viremia residual por la técnica ultrasensible SCA ha contribuido de 
forma importante al estudio de la persistencia del VIH-1 durante el TAR [113]. Sin em-
bargo, para caracterizar completamente la dinámica del reservorio viral en pacientes 
en TAR, se necesitan imperiosamente técnicas sensibles y precisas que permitan 
cuantificar los tránscritos intracelulares de ARN de VIH-1 (ARNus).  
El ARNus persiste en aproximadamente el 70-80% de los pacientes infectados por 
VIH-1 en TAR supresivo [173,213,216]. En pacientes con CV indetectable se detecta 
transcripción de VIH-1 en los linfocitos T CD4+ en reposo, mediante detección de AR-
Nus [66,100,177,217,218], aunque se ha observado que los niveles de ARNus en los 
linfocitos T CD4+ en reposo son significativamente menores que en los linfocitos T 
CD4+ activados en pacientes en TAR [219]. El grupo de Robert Siliciano (de la Univer-
sidad Johns Hopkins de Baltimore, EEUU) demostró un número de copias de ARNus 
considerablemente bajo (<10 copias por millón de linfocitos T CD4+ en reposo) 
[95,220]. 
Además, este marcador de la expresión del ARNus se ha utilizado para demostrar que 
los fármacos antilatencia, tales como los inhibidores de la HDAC-1, pueden inducir en 
los linfocitos T CD4+ en reposo de los pacientes con CV indetectable la producción de 
tránscritos de ARN [118].  
Algunos autores han denominado a aquellos linfocitos T CD4+ en reposo que se trans-
criben activamente “reservorio del VIH-1 activo” [214], dado que las proteínas virales 
no se producen debido a la ausencia de la forma activada de los factores de transcrip-
ción del hospedador necesarios para la transcripción del VIH-1.  
Como se ha mencionado previamente, en los linfocitos T CD4+ en condiciones de re-
poso se había demostrado con anterioridad un nivel mínimo de transcripción. La con-
secuencia última del efecto de MVC tras la unión a su correceptor CCR5 sería la reac-
tivación del VIH-1 latente. 
A las 24 horas del inicio de tratamiento con MVC en pacientes con CV indetectable 
(MARAVITRANS), ya se observó un incremento de activación de la transcripción res-
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pecto a la muestra basal. Al tercer día de la toma de MVC, se observó un incremento 
respecto a la visita basal similar al encontrado en el día 1. Sin embargo, a los 10 días  
se produce un aumento transcripcional. Los niveles de activación de la transcripción 
del VIH-1 aumentaron significativamente tras la retirada del fármaco, es decir, en el 
día 28. Estos resultados sugieren que el tratamiento con MVC produce un aumento 
gradual en el número de copias del ARNus por millón de linfocitos T CD4+ en reposo 
por día del estudio en todos los pacientes incluidos en el ensayo clínico. 
Cuando se agruparon los datos de la cinética de la expresión de ARNus por millón de 
linfocitos T CD4+ en reposo en función de las tres condiciones experimentales: antes 
(basal), durante (días 1, 3 y 10) y después del tratamiento con MVC (día 28), los resul-
tados indicaron, de nuevo, un claro incremento en la expresión de ARNus tanto duran-
te como después de la intensificación con el fármaco. 
Asimismo, hay que destacar que tras la retirada del tratamiento con MVC, el incremen-
to observado con respecto a la visita basal fue mayor que el observado a lo largo del 
tratamiento. Además, la mediana de FC de expresión de ARNus máxima obtenida fue 
a día 28 (FC= 2,9). Los días 3 y 10 del estudio presentaron una mediana de FC de ex-
presión de ARNus similar (2,3 en ambos casos), siendo menor tras 24 horas de la to-
ma de MVC (día 1) (FC= 1,5).  
A pesar de no existir estudios previos en relación a la acción de MVC como fármaco 
activador de la transcripción del VIH-1 latente, si que hay datos publicados de otros 
fármacos que actúan a este nivel, también llamados LRAs (del ingles, latency-
reversing agents), como los inhibidores de la HDAC [120]. Recientemente, se han lle-
vado a cabo tres ensayos clínicos con algunos LRAs en los que se incluyeron pacien-
tes con CV indetectable y en TAR. La variable de valoración principal (endpoint) de es-
tos estudios fue determinar si el tratamiento con estos inhibidores de la HDAC produ-
cía un aumento de la transcripción del virus latente.  
El grupo de David Margolis (de la Universidad Chapel Hill de Carolina del Norte, 
EEUU) fue el primero en probar el vorinostat, inhibidor de la HDAC, en un ensayo clí-
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nico de prueba de concepto (NCT01319383) [118]. De los 16 pacientes incluidos, 11 
de ellos mostraron una gran susceptibilidad a vorinostat ex vivo, antes de la adminis-
tración del fármaco al estudiar su efecto en las células del reservorio extraídas del pa-
ciente. A ocho de estos 11 pacientes se les administró posteriormente una nueva do-
sis única de vorinostat in vivo añadido a su TAR de base, observándose un marcado 
aumento en la expresión de ARNus en los linfocitos T CD4+ en reposo en comparación 
con el valor basal. Se comprobó que se produjo un aumento de 4,8 FC de media, con 
unos valores individuales de FC de media que estuvieron comprendidos entre 1,5 y 10 
[118]. En nuestro trabajo, se obtuvo un valor máximo de mediana de FC de 8, un au-
mento de 10,1 FC de media, con rango de valores de FC de media comprendido entre  
2,1 y 22,1. Este resultado indica, de nuevo, que MVC puede funcionar como agente 
inductor potencial de la transcripción vírica.  
Recientemente, este grupo ha ampliado el estudio, incluyendo cinco pacientes que 
aceptaron recibir cuatro ciclos semanales de vorinostat, seguido de un periodo de 
descanso de 4-8 semanas, finalizando con otros cuatro ciclos semanales de tratamien-
to. En este caso, los niveles de ARNus aumentaron modestamente en algunos pacien-
tes [221].  
Por otra parte, el grupo de Sharon Lewin (de la Universidad Monash de Melbourne, 
Australia) ha completado un ensayo clínico de dosis múltiples de 14 días de vorinostat 
diario en 20 pacientes (NCT01365065) [222]. En dicho estudio, demostraron un au-
mento en la expresión de ARNus en el 90% de los participantes, aunque lamentable-
mente no se observó una disminución en ADN proviral. El incremento de la expresión 
de ARNus fue significativamente mayor a las 8 horas y tras la retirada del fármaco. Es-
tos datos son similares a los obtenidos en nuestro trabajo, en cuanto a lo observado 
en el incremento del ARNus a las 24 horas de iniciar el tratamiento con MVC y tras la 
retirada del mismo. Los autores del trabajo agruparon los datos de la cinética de la ex-
presión de ARNus en función de las tres condiciones experimentales: antes, durante y 
después del tratamiento con vorinostat, y observaron un aumento estadísticamente 
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significativo del número de copias de ARNus por millón de linfocitos T CD4+, durante el 
tratamiento con respecto a la visita basal (p=0,023) con un FC de media de 2,6. Así 
como, entre la visita basal y el período post-tratamiento, también hallaron un aumento 
significativo del número de copias de ARNus (p=0,018) con un FC de media de 3 
[222,223].  
Esto concuerda con los resultados obtenidos en el presente trabajo, en los que se ob-
servó un aumento estadísticamente significativo del número de copias de ARNus por 
millón de linfocitos T CD4+ en reposo, entre la visita basal (ó pre-MVC) y la visita de 
post-intensificación (p= 0,014). Por el contrario, aún encontrando un  incremento en la 
expresión de ARNus a lo largo del tratamiento, no se evidenciaron diferencias estadís-
ticamente significativas entre la visita basal y el periodo de intensificación con MVC. 
Por último, se ha realizado un estudio similar en Dinamarca con panobinostat, otro po-
tente inhibidor de HDAC (NCT01680094) [224]. Los 15 pacientes recibieron tres veces 
por semana una dosis de panobinostat durante ocho semanas. Los niveles de ARNus 
aumentaron significativamente durante el tratamiento (p<0,0001), con incrementos 
significativos en todos los puntos temporales durante el tratamiento en comparación 
con el valor basal. El valor máximo de mediana de FC fue de 3,5 (rango 2,1 a 14,4). 
Los niveles de expresión de ARNus se mantuvieron elevados 4 semanas después del 
tratamiento con panobinostat (aumento de FC: 1,6; p=0,003) [224].  
En general, el patrón de respuesta respecto a la expresión de ARNus bajo el trata-
miento del fármaco es muy similar a los mostrados tanto en estos tres ensayos clínicos 
con inhibidores de la HDAC como en el caso de MVC. 
Sorprendentemente, con los fármacos empleados en estos estudios (vorinostat y pa-
nobinostat) y con MVC, se observa persistencia en el aumento de la expresión de 
ARNus tras la retirada del fármaco a estudio. No tenemos una explicación para este 
hallazgo ni la hemos encontrado en la literatura. 
En un trabajo publicado recientemente en la revista Nature Medicine por el grupo de 
Robert Siliciano [120], muestran que el único LRA que garantiza un aumento en la ex-
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presión de ARNus ex vivo es la briostatina-1, agonista de la proteinquinasa C (PKC). 
Los autores llevaron a cabo experimentos ex vivo de linfocitos T CD4+ en reposo de 
pacientes infectados por VIH-1, tratados con algunos de los LRAs probados en ensa-
yos clínicos (vorinostat, romidepsina, panobinostat, disulfiram y briostatina-1). Desta-
can la importancia del uso de esta estrategia ex vivo para evitar los altos costes, así 
como riesgos asociados a los ensayos clínicos. Sin embargo, no han probado fárma-
cos antirretrovirales como MVC, puesto que hasta la fecha no hay ningún estudio pre-
vio sobre un posible papel de alguno de ellos como fármaco antilatencia. Aunque, los 
resultados de esta tesis sugieren fuertemente que MVC podría comportarse como un 
LRA. 
 
2.1. Efectos sobre la transcripción de VIH-1 y su asociación con la activación de 
NF-κB 
El hecho de encontrar un aumento del número de copias de ARNus durante la intensi-
ficación con MVC, y curiosamente, después de la misma, sugería que la activación del 
factor de transcripción NF-κB podría estar actuando sobre la transcripción del VIH-1 la-
tente. 
Al analizar la posibilidad de esta regulación positiva de NF-κB sobre la transcripción ví-
rica, se observó una estrecha relación, ya que los pacientes con activación de NF-κB 
en al menos dos puntos temporales mostraron mayores valores de FC de ARNus que 
aquellos que no presentaron dicha activación ó presentaban activación de NF-κB en 
un solo punto temporal.  
Al estudiar en detalle las diferencias en el efecto la transcripción del VIH-1 latente en-
tre pacientes con activación de NF-κB y aquellos en los que no se detectó dicha acti-
vación, se obtuvo una diferencia estadísticamente significativa entre ambos grupos 
(p=0,040) a día 10 del estudio, a pesar del bajo número de pacientes incluidos en el 
estudio. Este mismo análisis llevado a cabo a día 28, mostró una tendencia similar en 
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el incremento del nivel de ARNus. No obstante, la diferencia entre la pendiente resul-
tante de los pacientes con activación de NF-κB y la pendiente del grupo de pacientes  
en los que no se detectó dicha activación, no alcanzó la significación estadística. 
Estos resultados demuestran que la activación de la transcripción del VIH-1 latente, 
medida como número de copias de ARNus por millón de linfocitos T CD4+ de reposo, 
puede ser debida a la activación del factor de transcripción NF-κB, inducido por la 
unión de MVC al correceptor CCR5. 
 
2.2. Efectos sobre la transcripción de VIH-1 y su asociación con la activación de 
AP-1 y NFAT 
A pesar de no haber observado un patrón consistente en los resultados de la activa-
ción de los otros factores de transcripción estudiados en esta tesis, AP-1 y NFAT, se 
quiso examinar su posible asociación con el incremento en la expresión del ARNus 
observado.  
En el caso de NFAT, no se encontró ningún impacto de la activación de NFAT sobre el 
los niveles de ARNus. Por lo tanto, los resultados obtenidos en cuanto a la activación 
de este factor de transcripción, parecen no deberse al efecto de MVC. 
Al contrario de lo observado en NF-κB, se observó que la activación del factor de 
transcripción AP-1 no modifica los niveles de ARNus, lo que confirma que la activación 
observada de forma irregular en algunos pacientes no estaba asociada de forma con-
sistente al efecto de MVC sobre CCR5. 
 
3. Efectos sobre la reactivación del VIH-1 latente 
A la vista de los resultados obtenidos en la expresión del ARNus de VIH-1 en el sub-
grupo de pacientes con CV indetectable, se sugiere la idea que MVC parece inducir la 
transcripción del VIH-1 latente (MARAVITRANS). Por este motivo quisimos confirmar 
si este aumento transcripcional, tras un periodo de intensificación de 10 días con el 
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fármaco, producía algún efecto en la CV de VIH-1. Al analizar los resultados de la CV, 
no se documentó ningún cambio en la misma, ya que los pacientes incluidos en este 
grupo mantuvieron su CV indetectable (< 37 copias/mL) a lo largo de todo el estudio.  
Estos resultados se corresponden con los observados en el ensayo clínico del grupo 
de Sharon Lewin, en el cual todos los participantes mantuvieron su CV indetectable 
(<20 copias/mL) durante todo el seguimiento, excepto un paciente que presentó un 
único repunte temporal (blip) de la CV por encima de 100 copias/mL. 
 
 
4. Posible papel de MVC como fármaco antilatencia 
Hasta ahora ningún otro estudio ha evaluado el posible papel de MVC como fármaco 
antilatencia. Nuestro ensayo clínico es el primero que señala que un antagonista de 
CCR5 comercializado, MVC, puede activar el VIH-1 latente. Basándose en los ensa-
yos clínicos de intensificación con MVC, se han observado una serie de ventajas del 
fármaco. Algunos efectos inesperados resultantes de estos ensayos, han sido el au-
mento de los niveles de activación [225] y, como se ha expuesto al principio de esta 
discusión, el aumento de los niveles de 2-LTRs [109]. Los mecanismos subyacentes a 
estos efectos aún no se han estudiado, pero algunos autores sugieren que MVC po-
dría promover un aumento en los niveles circulantes de los ligandos naturales de 
CCR5 (RANTES, MIP-1α y MIP-1β), lo que daría lugar a la activación de las células T 
así como  los monocitos y neutrófilos a través de la señalización de los otros correcep-
tores, CCR3, CCR4 y CCR1 [225,226]. Nuestros datos no permiten decantarse por es-
te efecto modulador del fármaco, pero los datos descritos sugieren que MVC puede 
ser un prometedor agente reactivador de la latencia. Son necesarios más estudios pa-
ra evaluar cuidadosamente los efectos inmunomoduladores de MVC in vivo y los be-
neficios de la intensificación de la terapia con antagonistas de CCR5 en pacientes in-
fectados por el VIH-1.  
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Además de lo explicado anteriormente, otros autores mencionan que puede existir otra 
ventaja en el uso de MVC. Dicha ventaja está ligada al inicio precoz del TAR [227], 
tendencia que abogan la mayoría de los estudios publicados en los últimos años por 
los beneficios que se obtienen de esta iniciativa [36]. Dado que el reservorio latente se 
establece al comienzo de la infección donde en la gran mayoría de los casos el VIH-1 
es CCR5-trópico [74], la intensificación precoz del TAR con MVC podría ser de gran in-
terés. Además, a diferencia de otros fármacos antirretrovirales, MVC no necesita atra-
vesar la membrana celular, no requiere un procesamiento intracelular para ejercer su 
actividad antiviral y es eficaz contra los virus resistentes a otros fármacos [169]. La-
mentablemente, esta estrategia no podría extenderse a todos los pacientes, debido a 
la dificultad de diagnosticar la infección aguda por VIH-1.  
Siguiendo esta hipótesis, si se inicia el TAR durante la primoinfección del VIH-1 con 
MVC como fármaco intensificador, podría contribuir a la eliminación de los reservorios 
celulares de VIH-1  y, por consiguiente, a la erradicación del virus al final de la intensi-
ficación. Además, la administración de la dosis habitual de MVC produce una satura-
ción superior al 99,5% de los correceptores CCR5 [169]. En este contexto, el método 
óptimo para probar la eficacia de cualquier estrategia de erradicación es suspender el 
TAR. Esta interrupción “analítica” permitiría comprobar si el impacto de la intensifica-
ción sobre el reservorio viral se traduce en un cambio de la dinámica del rebote de la 
viremia plasmática y eventualmente en el control total de la replicación, alcanzando un 
estado de curación funcional/erradicación. De confirmarse, estos datos mostrarían de 
manera irrefutable que MVC tiene actividad antilatencia y es, por tanto, un fármaco útil 
para la erradicación del VIH-1. 
 
La creencia actual es que será necesaria una combinación de todas las estrategias te-
rapéuticas empleadas para la inducción de la transcripción del VIH-1 junto con el uso 
del TAR, para logra mayor efectividad. Aquellos compuestos que activen la vía de se-
ñalización de NF-κB se han propuesto como buenos candidatos combinatorios poten-
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ciales [119,226]. Considerando los datos presentados en esta tesis doctoral, se sugie-
re que MVC puede ser uno de estos candidatos junto con por ejemplo los agonistas de 
la PKC y los inhibidores de la HDAC.  
 
Nuestro estudio añade MVC como una herramienta para desvelar los mecanismos de 
la latencia y reactivación del VIH-1.  
 
En resumen, los datos aportados por esta Tesis Doctoral ponen de manifiesto el papel 
crucial de MVC en la activación de la transcripción del provirus latente inducido por el 
factor del transcripción NF-κB, así como un posible papel como fármaco antilatencia. 
Los mecanismos por los que MVC aumenta la transcripción mediada por NF-κB están 
todavía por acabar de dilucidar. La limitación en la disponibilidad de muestras de los 
pacientes no ha permitido esclarecer todos los mecanismos, a pesar de haber obteni-
dos unos 100 mL de sangre por paciente y punto de muestreo de los estudios.	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CONCLUSIONES 
 
1. La administración de MVC, un antagonista de CCR5, se asocia con un patrón consis-
tente de activación del factor de transcripción NF-κB en linfocitos T CD4+ en reposo 
tanto en pacientes con CV detectable y naïve al TAR como en pacientes con CV inde-
tectable y en TAR supresivo. Por el contrario, no se observa un efecto significativo 
sobre los otros factores de transcripción, NFAT y AP-1. 
 
2. La activación del factor de transcripción NF-κB por MVC en linfocitos T CD4+ en re-
poso aumenta durante la administración del fármaco y persiste después de la reti-
rada del fármaco tanto en los pacientes con CV detectable y naïve al TAR como en 
pacientes con CV indetectable y en TAR supresivo. 
 
3. El efecto activador de MVC sobre el factor de transcripción NF-κB es independiente del 
tropismo del virus, ya que se observa en pacientes infectados por virus con tropismo 
tanto CCR5 como D/M. 
 
4. En aquellos pacientes en los que se detecta activación de NF-κB, se observa un 
aumento de la expresión génica de algunos de los genes dependientes del mismo. 
 
5. El tratamiento con MVC produce un aumento gradual en el número de copias del 
ARNus en los linfocitos T CD4+ en reposo de pacientes con CV indetectable y en 
TAR supresivo, que persiste tras la retirada del fármaco. 
 
6. Existe una asociación entre la activación del factor de transcripción NF-κB y el au-
mento de la transcripción del VIH-1 latente, medida como número de copias de 
ARNus por millón de linfocitos T CD4+ de reposo, tras la administración de MVC. 
Este hallazgo sugiere que MVC pudiera reactivar al virus latente por la vía NF-κB. 
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7. La activación del factor de transcripción AP-1 no modifica los niveles de ARNus, por 
lo que la activación observada de forma irregular en algunos pacientes no está aso-
ciada de forma consistente al efecto de MVC sobre CCR5. 
 
8. No existe ningún impacto de la activación de NFAT sobre los niveles de ARNus. 
Por lo tanto, la activación de este factor de transcripción, parece no deberse al efec-
to de MVC. 
 
9. Mediante las técnicas habituales de laboratorio, no se detectó un aumento de la 
viremia plasmática durante o tras la intensificación con MVC manteniéndose inde-
tectable a lo largo de todo el estudio en todos los pacientes con TAR supresivo. 
 
10. MVC podría comportarse como un agente reactivador o anti-latencia, contribuyendo 
a purgar así el reservorio celular latente de VIH-1. 
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ANEXO 2 
 
Tabla suplementaria 
Paciente Basal Día 1 (+ MVC) 
Día 3 
(+ MVC) 
Día 10 
(+ MVC) 
Día 28 
(- MVC) 
1 24,3 6,3 19,8 27,6 21,3 
2 121,2 41,1 325,8 8,4 55,5 
3 11,9 ND 97,9 81,4 139,4 
4 148,9 160,8 308,3 27,0 271,2 
5 66,7 55,2 95,9 551,3 277,5 
6 3,4 4,9 7,9 7,5 254,6 
7 7,2 11,3 27,2 57,2 5,5 
8 52,8 237,8 116,2 125,5 1287,3 
9 168,2 478,9 33,1 122,4 608,4 
10 3,67 23,9 15,5 702,3 8,4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla Suplementaria 1. Cuantificación del ARNus mediante PCR a tiempo real en cada 
visita del estudio en los linfocitos T CD4+ en reposo de los pacientes con CV indetec-
table (MARAVITRANS). Los resultados mostrados son expresados en número de copias 
por millón de linfocitos T CD4+ en reposo. ND: No Determinado.  
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Intensification of Antiretroviral Therapy with a CCR5
Antagonist in Patients with Chronic HIV-1 Infection:
Effect on T Cells Latently Infected
Carolina Gutie´rrez1., Laura Dı´az2., Alejandro Vallejo1, Beatriz Herna´ndez-Novoa1, Marı´a Abad1, Nadia
Madrid1, Viktor Dahl3, Rafael Rubio4, Ana M. Moreno1, Fernando Dronda1, Jose´ Luis Casado1, Enrique
Navas1, Marı´a Jesu´s Pe´rez-Elı´as1, Javier Zamora5, Sarah Palmer3, Eduardo Mun˜oz6, Marı´a A´ngeles
Mun˜oz-Ferna´ndez2, Santiago Moreno1*
1 Infectious Diseases Department, Hospital Universitario Ramo´n y Cajal, and IRYCIS, Madrid, Spain, 2 Inmunobiology Laboratory, Hospital General Universitario Gregorio
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Abstract
Objective: The primary objective was to assess the effect of MVC intensification on latently infected CD4+ T cells in
chronically HIV-1-infected patients receiving antiretroviral therapy.
Methods: We performed an open-label pilot phase II clinical trial involving chronically HIV-1-infected patients receiving
stable antiretroviral therapy whose regimen was intensified with 48 weeks of maraviroc therapy. We analyzed the latent
reservoir, the residual viremia and episomal 2LTR DNA to examine the relationship between these measures and the HIV-1
latent reservoir, immune activation, lymphocyte subsets (including effector and central memory T cells), and markers
associated with bacterial translocation.
Results: Overall a non significant reduction in the size of the latent reservoir was found (p = 0.068). A mean reduction of 1.82
IUPM was observed in 4 patients with detectable latent reservoir at baseline after 48 weeks of intensification. No effect on
plasma residual viremia was observed. Unexpectedly, all the patients had detectable 2LTR DNA circles at week 24, while
none of them showed those circles at the end of the study. No changes were detected in CD4+ or CD8+ counts, although a
significant decrease was found in the proportion of HLA-DR+/CD38+ CD4+ and CD8+ T-cells. LPS and sCD14 levels increased.
Conclusions: Intensification with MVC was associated with a trend to a decrease in the size of the latent HIV-1 reservoir in
memory T cells. No impact on residual viremia was detected. Additional studies with larger samples are needed to confirm
the results.
Trial Registration: ClinicalTrials.gov NCT00795444
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Introduction
Antiretroviral therapy (ART) can reduce plasma HIV-1 RNA
levels to,50 copies/ml [1]. However, low residual viremia, which
is only detectable using ultrasensitive assays, can persist despite
ART [2–4]. The origin and clinical implications of persistent low-
level viremia are uncertain. While some studies postulate that it
may be the result of virus released from latently infected cells [5–
7], others support that it could arise from ongoing viral replication,
as a consequence of incomplete inhibitory activity or penetration
of antiretroviral drugs [8–13].
Although intensification of current ART with potent drugs
could potentially decrease residual viremia and prevent replen-
ishment of viral reservoirs, prior intensification studies have not
demonstrated any impact on residual viremia [12,14–17]. Only
one study confirmed a transient increase in episomal 2LTR DNA
circles after raltegravir intensification [18] as an indicator of recent
HIV-1 replication [19–21], and another study showed a decrease
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Dynamics of the HIV-1 latent reservoir after
discontinuation of the intensiﬁcation of antiretroviral
treatment: results of two clinical trials
Carolina Gutie´rreza, Beatriz Herna´ndez-Novoaa, Alejandro Vallejoa,
Sergio Serrano-Villara, Marı´a Abad-Ferna´ndeza, Nadia Madrida,
Laura Dı´azb, Ana Morenoa, Fernando Drondaa, Javier Zamorac,
Marı´a A´ngeles Mun˜oz-Ferna´ndezb and Santiago Morenoa
Objective: Antiretroviral therapy (ART) intensiﬁcation has been shown to reduce the
reservoir of latently infected CD4þ T cells. However, it is currently unknown whether
this effect is maintained after discontinuation of the intensifying drug.
Design: The effect of ART intensiﬁcation during 48 weeks with maraviroc or raltegravir
in chronically HIV-1-infected patients was assessed in two previous clinical trials. In this
study, we analysed this effect at week 24 after discontinuation of the intensifying drugs,
at baseline and 48 weeks of intensiﬁcation.
Methods: We measured the latently infected memory CD4þ T cells carrying
replication-competent virus, 2-long terminal repeat (2-LTR) circles and CD4þ/CD8þ
T cells activation.
Results: Fifteen patients were evaluated. After 48 weeks of intensiﬁcation, HIV-1
reservoir size signiﬁcantly decreased from 1.1 to 0.0 infectious units per million (IUPM)
(P¼0.004). After 24 weeks of drug discontinuation, themedian size of the reservoir was
still signiﬁcantly lower than at baseline (P¼0.008). 2-LTRs were undetectable in all
individuals at baseline and after 48 weeks of intensiﬁcation, continuing undetectable
in all patients except two at week 24 after discontinuation (P¼0.1). CD4þ and CD8þ
T-cell activation signiﬁcantly decreased at 48 weeks after intensiﬁcation, without
further increase after discontinuation.
Conclusion: The effects of ART intensiﬁcation with maraviroc or raltegravir persist at
least 24 weeks after discontinuation of the drug. In a global strategy, ART intensiﬁcation
should be considered as part of a combination approach to achieve a functional cure or
HIV eradication.  2013 Wolters Kluwer Health | Lippincott Williams & Wilkins
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Introduction
Intensiﬁcation of successful antiretroviral therapy (ART)
with one or more drugs has been proposed as a potentially
useful strategy to help achieve the eradication or a func-
tional cure of HIV infection. The rationale for such inter-
vention is based on the assumption that HIV replication
persists in patients receiving effective ART [1–6].
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